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RESUMEN.

La diabetes mellitus es una enfermedad metabélica ocasionada por la pérdida parcial o
total de la secrecién o accién de la insulina. Sus causas estdn asociadas a factores genéticos y
ambientales que provocan algin defecto en la sintesis, secrecidn o accién de la hormona. Para
promaver ¢l restablecimiento del metabolismo de los carbohidratos de manera natural, estdn en
estudio los transplantes de islotes encapsulados, o la implementacién de un pancreas artificial. Sin
embargo, estas opciones pueden provocar una respuesta inmunoldgica de rechazo y conducen al
paciente al uso de inmunosupresores. Recientemente se ha estudiado como propuesta altemativa,
el empleo del transplante de células pancreéaticas hibridas obtenidas por electrofusifn,

Una célula hibrida es el producto de la fusién de dos células de diferentes caracteristicas u
orfgenes, que manifiesta algunas caracteristicas morfoltgicas y fisiolégicas de ambas y sus
aplicaciones son diversas en [as dreas de genética, biologia celular & inmunologia. Existen varias
técnicas que permiten obtener células fusionadas, como el uso de virus, de polietilenglical, entre
otras. Destaca la electrofusitn ya que presenla mayores ventajas debido a su alto rendimiento de
hibridacién, facilidad y minima manipulacién de las células y el fenémeno puede ser observado
bajo el microscopio dptico. En esta técnica, se emplean campos eléctricos para agregar y fusionar
a las células.

Se ha empleado fa electrofusién con células de islotes pancredticos normales y células
tumorales para obtener una linea hibrida secretora; asi como, por otro lado, para el estabecimiento
de los pardmetros 6plimos de tiempo de exposicién y concentracién, en células pancreaticas
totales de conejo, con el fin de obtener mayer rendimiento de la hibridacién. Sin embargo, dichos
paradmetros de electrofusién no se pueden generalizar hacia los tipos celulares presentes en los
islotes de Langerhans, que poseen caracteristicas diferentes y funciones especificas.

Considerando a la efectrofusién como una herramienta para inducir arificialmente la
recombinacién genética, en el presente trabajo se propone establecer los pardmetros especificos y
Gptimos de electrofusién para células del islote de Langerhans, obtenidas de ratas Wistar.

Se obtuvieron las células insulares por el método de Lacy y Kostianovsky, disgregadas
enzimaticamente. Una vez marcadas en cultivo con microesferas de 1atex de dos diferentes
tamafios, las células se ajustaron a concentraciones de 2, 3 y 4 x10° céls'mlL y se
electrofusionaron entre si, con 15 y 20 seg de exposicidn a la radiofrecuencia (RF) de 0.5 Mhz a
10 V de corriente altema, y un pulso de corriente directa de 300 V durante 1 mseg. El rendimiento
de cada fusién se determiné evaluando la viabilidad y el nimero de células libres sin fusionar,
homodicariontes, heterodicariontes, policariontes, diferenciandolos entre si por su marcaje con las
microesferas y por el nimero de nicleos presentes en el ciloplasma.

El anélisis estadistico no mostré diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones pero si en el tiempo de exposicién a RF para obtener los mejores rendimientos
de células hetercdicariontes viables.

En las condiciones experimentales establecidass el mayor porcentaje de heterodicariontes
{14.72%} se obtuvo a la concentracién celutar de 3x10° céls/ml con 15 seg de exposicién a RF,
con una viabilidad total del 75%. Estos resultados pueden variar si se modifican otros paramelros
como el voltaje de las corri\enles o el tipo de solucién amortiguadora,

Abreviaturas empleadas: ATP: Trifosfato de adenosina; BSA: albimina sérica bovina; CA:
comriente alterna; CD: corriente directa; céls/mL: células por mililitro; HEPES: sal sédica y buffer
para cultivos celulares; HIT: Insulinoma de hamster; HBSS: Solucién salina balanceada de Hank;
IDDM; Insulin-dependent Diabetes Mellitus; NIDDM: Non Insulin-dependent Diabetes Mellitus;
PEG: Palietilenglicol; RF: radiofrecuencia; RINmSF: Insuloma de rata linea 5; RPMI; medio de
cultivo Roswell Park Memorial institute; SBF: suero bavino fetal; seg: segundos.




I. INTRODUCCION.
1. La estructura del islote de Langerhans.

El pancreas en los mamiferos es una glandula mixta de gran importancia para la digestion
y el equilibrio homeostitico, La respuesta exdcrina es realizada por ¢l tejido acinar, secretando
varias enzimas digestivas hacia el duodeno. La funcitn endécrina se le atribuye a las hormonas
producidas por las célutas que conforman el islote de Langenhans ¥

Los islotes, descubiertos por Paul Langerhans en 1869, comprenden entre el 2 y 3% de la
masa total del pancreas y se distribuyen a lo largo de la glindula, principalmente en la regidn
caudal. Su tamaio y nimero varia segin la especie. En la rata adulta, los islotes miden de 50 a
500 pm de ancho y se estima que hay cerca de 100, 000 por drgano, cada uno con
aproximadamente 3, 000 células 2°, Poseen gran imigacién sanguinea a través de capilares
fenestrados que penetran al islote para un mejor contacto con las células, y su actividad es
regulada finamente por hormonas y neurciransmisores provenientes de terminales nerviosas
simpéticas y parasimpaticas **.

Exislen al menos cuatro tipos de células diferentes dentro de la membrana permeable del
islote: «, B, 8 y F, cada una con diferente distribucién, cantidad y horrona de secrecién (Tabla 1).
Las células a cuyas funciones son hiperglucémiantes, constiluyen del 10 al 15% de (a poblacién y
secretan glucagon y factor liberador de corlicotropina; las & conforman entre el 70 y el 75% y sen
secretoras de insulina y amilina, con efectos hipoglucémiantes y metabélicos, entre otros. Las
células 5 producen somatostatina, una hormona reguladora de fas dos anteriores, y se encuentran
en menos de un 10%. Finalmente las F, productoras de polipéptido pancrestico, otro regutador de
el glucagon y la insulina, son muy raras y no siempre estan presentes en el islote (figura 1) 38,

Tipo Proporcién | Tamaio | Localizacién | Hommona Estructura de la
Celular | en islote (%) | celular (pm) secretada hormona
1 cadena
o (alfa) 10-15 10-15 periferia glucagon 29 aminoacidos
2 cadenas unidas
B (beta) 70-75 10-15 centro insulina a de 21 aminoAcidos
b de 30 aminodcidos
2 formas
5 (delta) 8-10 8-12 periferia somatostatina | S-14 14 aminoacidos
5-28 28 amino4cidos
F 1-5 10 centro polipéptido 1 cadena
pancredtico 36 aminodacidos

Tabla 1. Constituyentes endocrinos del pancreas 5



& Células alfa
© Células delta
(& Células beta

Figura 1. Reprecentacidn esquemitica de s distribucién
celular de un islote normal de rata. Las células beta se

encuentran en la region cenfral en mayor numero y las
alfa y delta en la periferia.

Dentro del islote las células estdn ordenadas en forma de columnas con cierta polaridad
hacia el capilar. Ademads, existen uniones estrechas entre las mismas células que permniten el
intercambio de pequefias moléculas y la regulacion paricrina de sus secreciones ',

La mayoria de las investigaciones realizadas con islotes se enfocan en la fisiclogia de la
célula B y su secrecién de insulina. Varios trabajos han demostrado que las células B presentan

cierta heterogeneidad funcional en cuanto a su produccién de insulina y a su respuesta hacia
diferentes estimulos para la secrecitn ®*,

2. La molécula de insulina,

En 1822, Frederick G, Banting, Charles Besl y sus colegas lograron aislar por primera vez
en un extracto la hormona de insulina (del latin insufae, que significa isla) " Sy estruclura esta
dada por dos cadenas peplidicas (A y B), de 21 y 30 aminoacidos respectivamente, unidas por dos
puentes disulfuro (figura 2). Su sinlesis es regulada por varios factores, siendo el principal la
entrada y asimiliacién de glucosa en la célula & *°.

E! gene de la insulina se transcribe exclusivamente en la célula B, donde es regulado
finamente por un sistema de segundos mensajeros y enzimas expresadas en estas células. El
ARNmMm es traducido por los ribosomas en una sola cadena peptidica: 1a preproinsulina. El péplide
sefial es removido en el lumen del reticulo endopladsmico para dar lugar a la proinsulina, donde las
dos cadenas se encuentran unidas por un segmento de 31 aminoacidos denominado péptido C.




Posteriormente en el aparato de Golgi se realiza el corte de fa molécula y la unién de los puentes
disulfuro. La insutina y el péplido C son concentrados en forma de dimeros o hexémeros en

vesiculas, [as cuales se fusionardn después con la membrana plasmatica para liberar la hermona

hacia la luz del capilar mas cercano "2,
PROINSULINA
CADENA A
10 o 2
G-FV-E-Q-C-C-AS-V-C-5L-V-G-L-E-N-Y-C-N
CADENA D

FV-NQHLC-G-SHLVEALY-LV-C-G-ER-G-F-F-V-T.P.KA

Dr. Charles Best y Dr. Frederick Figura 2. Estructura de la molécula de proinsulina e

Banting en 1921 ** insulina humana '

La actividad secretora de la célula f puede inicizrse por la estimulacién de varios
secretagogos, tales como nutrientes, hormonas o neurotransmisores, siendo el principal la glucosa.
El azicar entra gracias al transportador membranal de lipo GLUT-2 de |a célula ¢ inmediatamente
es metabotizado. El aumento det nivel de ATP intracelular provoca el cieme de los canales de K'
sensibles a ATP y la despolarizacién de la membrana. Este cambio electroquimico conduce a la
aperlura de canales ibnicos que incrementan a su vez, por diferentes mecanismos, la
concentracidn de Ca™ en el citosol. A continuacién se inician varias cascadas de reacciones
mediadas por segundos mensajeros que movilizan los granulos de secrecién y estimulan al

promotar de la sintesis de Ia hormona ™'**%,

Una vez liberada la insulina al torrente sanguineo, sus efectos son mas notorios en
aquelias células blanco con mayor cantidad de receplores a !la hormona, tales como las
musculares, l1as hepaticas y los adipocitos; y menores en las neuronas, en los eritrocitos, en
células de la mucosa intestinal y de los tibulos renales. Entre sus principales acciones se

encuentran "V:



« Promover el transporte aclivo de glucosa y la entrada de aminodcidos a la célula.

» Estimular indirectamente la activacién de las vias metabdlicas para la glucdlisis, lipogénesis,
sintesis de glucdgeno, de colesterol, de proteinas y de Acidos nucleicos.

+ Estimular el almacenamiento de triglicéridos y glucégeno.

s Inhibir 1a glucogendlisis, ta lipdlisis, 12 gluconeogénesis, la formacidn de urea, asi como
disminuir los niveles de degradacitn de proteinas.

La deficiencia en la produccidn o accién de la insulina provoca varios trastomos en la
asimilacién de carbohidratos y allera notablemente el metabolismo de los lipidos y proteinas en
todo el organismo. Desde hace varios siglos a esta falta se le ha denominado como diabetes
mellitus.

3. La diabetes metlitus.

La diabetes melitus es un grupo de enfermedades metabdlicas heterogéneas
caracterizada por episodios de hiperglucemia, debidos a 1a pérdida parcial o total de la secrecién
de insulina, 6 bien a la accién Inadecuada de ésla, ocasionada principalmente por factores
genéticos "™"%_ La diabetes afecla del 4 al 10% de la poblacién mundial y de acuerdo a su
etiologla se clasifica en:

A). Diabetes mellitus tipo 1 (antes diabetes mellitus dependiente de insulina o 1DDM}, donde
ocurre la destruccién autoinmune de las células 8 por parte de linfocitos T. Se ha encontrado mas
de una asociacién genética, entre ellas, la presencia de proteinas nativas relacionadas con los
complejos principales de histocompatibilidad en la célula B, que provocan una enérgica respuesta
autoinmunoldgica contra ellas. No estd completamente demostrado que factores ambientales,
infecciones virales o ciertos agentes quimicos desencadenen también la respuesta inmunitaria
(figura 3) 18.13.2021

B}. Diabetes mellitus tipo 2 (antes diabetes mellitus no dependiente de insulina 0 NIDDM), donde
las causas estdn asociadas a varios factores genéticos y ambientales que provocan la ineficiencia
de enzimas y transporfadores involucrados en e metabolismo de la glucosa, la resistencia a los
efectos de la insulina, o bien, la disminucién de su sintesis y secrecifn por las células 8 (figura 3)
19.21.22,23.

C). Diabetes gestacicnal, la cual se presenta con altos niveles de glucemia durante el embarazo,
principatmente en el tercer trimestre. En relacion a los antecedentes genéticos, este tipo de
diabetes puede desaparecer o desarrollarse posteriormente en algin tipo definido 9222,

D). Diabetes de otros tipos especificos, cuyas causas pueden ser variadas y su tralamiento
depende de la gravedad del dafio: mutaciones en el receptor de insufina, infecciones del pancreas,



pancreatitis, pancreatectomia, insulinoma, endocrinopatias de otras hormonas antagonistas a la
insulina, infecclones virales especificas, desnutricién y sindromes genéticos asociados *%,

E). Intolerancia & carbohidratos, donde los valores de glucemia basal son superiores a los
normales (>126 mg/dL) pero infericres a los determinacién de diabetes (<180 mg/dL). Puede

deberse a diversas causas y no implica necesariamente el Inicio de un estado patolégico 182

Sin un adecuado tratamiento, en cualquier tipo de diabetes se pueden presentar varias
complicaciones micro y macro vasculares, que afectan diversos sistemas e incluso pueden causar
la muerte del enfermo: hipertension, cetoacidosis, desequilibrio osmdético, propensién a las
infecciones y Ulceras, retinopatia, nefropatfa, neuropatfa, atercesclerosis, coma diabético e infantos
22,23,25,26,27

Figura 3. Observaciones histoldgicas de islotes de Langerhans. Imagenes obtenidas de:

hitp:/iwww.patholegy.org
. TS

A. Islotes de Langerhans normaleg con inmunotincién por peroxidasa. A la izquierda se
identifican con el marcaje mas oscuro a las células o y en la derecha a las B.

B. Insulitis o inflamacién del islote de
Langerhans por infiltrado linfocitario

C. Islote de Langerhans con hialinizacién
de color rosa {depésitos de amiloides) en

(puntos oscuros) en el principio de una
reaccién autolnmune. La destrucclén de
los islotes eventualments provocard IDDM.

varias células. Aspecto caracteristico en
algunos pacientes con NIDDM.



4, Tratamientos para la diabetes mellitus.

Para lograr una mejor calidad de vida del paciente diabélico y el conirot de su enfermedad

se administran diferentes tratamientos dependiendo del tipo y condiciones pariculares: la

inyeccién subdérmica o intravenosa de insufina humana exégena, actualmente de origen sintélico;

la ingesta de hipoglucemiantes orales tales como guanidinas y extractos de plantas medicinales; la

medicacioén de estimuladores de la secrecidn de insulina como sulfonilureas, y en todos los casos,

el control dietetico bajo en carbohidratos y alto en fibras vegetales

.88 sin embargo, estas

terapias sélo representan un control para retrasar fa aparicion de las complicaciones crénicas, sin

darfe solucitn definitiva a la enfermedad 27,

Otra opcidn es el transplante de
pancreas, practicado en pacientes diabéticos
con dificil control de hipo e hiperglucemia, con
disfunicién renal, retinopatia y/o peuropatia
crénicas. A pesar de restaurar normalmente los
niveles de glucemia, la operacién es técnica-
mente compleja y extensa con un alte riesgo a

303

complicaciones Hoy en dia estan en

estudio los transplantes de islotes de
Langerhans encapsulados, ya sean de humano
adulto, fetales, o de origen animal (porcino),
depositados en drganos o lugares especificos
{figura 4) X3 233 gin embargo, en todos los
casos se presenia la respuesta inmunoldgica,
en intensidad wvarable, que rechazard al
transplante finalmente; esto conducen al
paciente a complementar el tratamiento con
inmuno-supresores, tales como {a ciclosporina,
lo que a su vez, implica el aumento de la
susceptibilidad a infecciones oportunistas,
neoplasias y la eventual faila del transplante
%3738 La implementacion de bombas de
insulina o pancreas arificiales que respondan
de manera automatica a los cambios de

glucemia son otra opcién aun en estudio™ .

Figura 4. Transplante de islotes de
Langerhans inyactados a través de la vena

porta del higado .



Por dltimo se encuentra la manipulacién genética a nivel celular y molecular, donde se
persigue modificar la antigenicidad de las células del islote antes de ser transplantadas, transferr
los genes responsables de la sintesis, secrecidn y regulacién de la insulina o establecer lineas
celulares secretoras derivadas de células B normales ®“2, En las terapias génicas, fa insercién de
secuencias especificas, la introduccidn de genes completos o de juege de genes al nicleo pueden
efectuarse a través de infecciones virales, por electroporacién de la membrana celular o por fusidn
de células, Con esta ditima técnica, el equipo de trabajo del Dr. E. Barrera ha estudiado como
propuesta altermativa para reverlir €l cuadro clinico de la diabetes mellitus, el emplec del
transplante de célufas pancredticas hibridas obtenidas por electrofusion ',

3. La fusién celular.

Una célula hibrida es el producto de 1a fusién de dos células de diferentes progenitores u
origenes, que manifiesta algunas caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas de ambas ‘*°. En la
naturaleza ocurre normaimente la fusién celular, principaimente en la reproduccién y entre las
membranas adyacentes de diversos tejidos en los organismos 2 Sus aplicaciones son diversas en
las areas de genética, biologia celular, embriologia e inmunologla; principaimente en la expresion,

coexpresién y/o supresion de genes, cambios o ajustes metabdlicos, produccién de anticuerpos
monoclonales, mejoramiento vegetal, etc, 454

Existen varias técnicas biol6gicas, quimicas y fisicas que permiten obtener céjulas
fusionadas. Entre estas destacan los usos de:
a) el vinus Sendaj inactivo, el cual permite la entremezcla azarosa de membranas cercanas,
creando micro-vesiculas entre ellas en varios punios de interaccion .
b) el pofietitenglicol (PEG), un polimero de alto peso molecular que expulsa las moléculas de agua
entre las células, forzando el contaclo entre las membranas y fusionandolas bajo presién Q24545
¢) altas concentraciones de iones, que modifican dristicamente la pofaridad de la membrana y su
permeabilidad, pudiendo dafar imeversiblemente a la célula @79 ;
d) detergentes ligeros de membranas, como la lisolecitina, que permiten la mezcla de secciones
cercanas de fosfolipidos membranales;
e) fa electrofusién, en donde las células se agrepan y fusionan bajo la influencia de un campo
eléctrico aprovechando las caracteristicas de sus membranas . Esta dttima técnica presenta
mayores ventajas sobre las anteriores debido a su alto rendimiento y control de los productos
hibridos, facilidad y menor tiempo de manipulacién de las células, o que disminuye los riesgos de
contaminacién. Puede aplicarse a varios tipos celulares gracias a las propiedades dieléctricas
comunes de las membranas y el fenémeno puede ser observado bajo el microscopio dptico 547,90



La electrofusidén en general consiste en la exposicién de las células a pulsos altemados de
corriente eléctrica de diferente intensidad. En cuestién de segundos, bajo la influencia de corriente
altemma (CA) de baja intensidad, se promueve el fenémeno de dielectroforesis de las células, en
donde éstas se aproximan mutuamente debido a la formacién de dipolos en sus membranas,
formando cadenas o “rosarios” de acuerdo a! gradiente de corriente (figura 5). La agregacién
también se puede lograr por micromanipulacién, centrifugacién o por cultivos en confluencia .48
Después, con uno o varios pulsos de comiente directa (CD) de alto voltaje, durante micro o

milisegundos, se logra la fusién de las membranas adyacentes (figura 6).

Figura §. Dielectroforesis de células. Las cadenas o “rosarios” de células alineadas

(izquierda) aparecen bajo fa influencia de una corriente eléctrica que re-distribuye las

cargas en las membranas (derecha). El espacio entre las céfulas es de 15 a 25 nm. *™*,



Figura 6. Protocolo de electrofusién
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A.- Bajo [a influencia de
un débil campo eléctrico
de corriente alterna (CA)
en el rango de
radiofrecuencia (RF), en
MHz o KHz, se promueve
la formacién de dipolos
en las células y su
dielectroforesis, entre 5 y
30 seg de exposicion.

43,47 48

cromosomas 4

- Una vez aproximadas
las membranas, con uno o
varios pulsos de corriente
directa (CD) del orden de
1x10° a  1x10° wvolts,
aplicados durante micro o
mili-sequndos, se crean
microporos membranales

y se fusionan las células,

C.- iInmediatamente se
restaura la CA para
estabilizar las membranas
fusionadas, durante 30o
60 segundos. Bajo ciertas
condiciones o4ptimas de
cultivo, los citoplasmas
reunirdn posteriormente a

los nicleos.

Los diferentes productos que se obtienen de la electrofusién son: células heterodicariontes,
provenientes de la fusién de dos células de diferente origen; homodicariontes, de la fusion de dos
células del mismo origen; y policariontes . de tres o mds células fusionadas de origenes variados
(figura 7). En condiciones éptimas de cultivo, fos citoplasmas fusionados se reorganizan y

rednen a leos diferentes nucleos para realizar fa recombinacién o la eiliminacidn de algunos

@

Figura 7. Productos de la fusién celular entre
diferentes origenes, A y B: una célula hibrida
heterodicarionte AB (1) por cada dos
homodicariontes AA y BB (2). Con el uso de
PEG, de altas concentraciones de iones o de
largos periodos de dielectroforesis aumentan
las probabilidades de obtener células
policariontes, AAB, BBA, AABB, AABA,
BBAB, etc. {3) V',



Para efectuar 1a electrofusion de células debe considerarse:
- la intensidad del campo eléctrico que permita el libre movimiento de iones y la polarizacion de la
célula, sin quebrantar la integridad de las membranas;
- el didmetro celular, que influye en |a velocidad de desplazamiento y la fuerza de resistencia de [a
célula en el medio de conduccidn;
- |la conductividad y resistencia de las membranas a fusionar, 1as cuales permitiran la distribucion
de cargas, el tamaiio y la cantidad de microporos durante el pulso de CD;
- la conductividad y resistencia del medio, que deben contribuir 8 que 1a comriente promueva la
dielectroforesis de las células, la formacién de dipolos y microporos en las membranas, asi como
evitar la elevacidn brusca de la temperatura;
- el tiempo 6ptimo de exposicién a la comienle eléclrica para ejercer la fuerza y presidn suficientes
en 1as membranas sin que las destruya.

Otros factores que influyen son la osmolaridad, la temperatura, la presencia de iones y la
heterogeneidad misma de las células (ver anexo) > %0,

Uno de los protocolos més empleados consiste en ajustar las concentraciones celulares a
fusionar en ordenes minimos de x10° céls/mL y mezclarias en relacidn 1:1; se induce el
fendmeno de la dielectroforesis con corriente altema (CA) de baja intensidad y de aita frecuencia,
en el rango de radiofrecuencia (RF), entre 5 y 15 segundos. Seguido se aplica de uno a tres pulsos
de corriente directa (CD), ya sean de decaimiento exponencial o cuadrados, en el orden de pyseg a
mseg, dependiendo de la intensidad, y se restaura la CA para mantener unidas y estabilizar las
membranas fusionadas durante un minuto. Inmediatamente se evalia el rendimiento de la fusién
por conteo cetular y pruebas de viabilidad, y la muestra se coloca en el medio de cullivo selectivo,

en condiciones 6ptimas para la recuperacién total de la integridad membranal y los procesos
intracetulares 45475951



ll. ANTECEDENTES.

Desde hace méas de 20 afios se ha realizado la fusién de varios tipos celulares en diversas
condiciones y con diferentes objetivos (tabla 2). Ademds de la produccién de anticuerpos
monoclonales, la hibridacién celular ha tenido algunas aplicaciones en los transplantes de células
y tejidos, donde se ha observado mayor tolerancia hacia los injertos hibridos por mas tiempo en
comparacién con sus grupos control, manteniendo ademés su funcionalidad *-*%3%_Entre estos
estudios destacan las fusiones de células de piel; de hepatocitos y de células pancredticas, totales
¢ insulares.

En el transplante de las células hibridas de islotes normales fusionados con células de una
linea tumoral de hamster (obtenidos con PEG), se observé que la malignidad, el nimero de
cromosomas y el ritmo de duplicacién del tumor disminuyd notablemente con el tiempo, sin
presentarse meldstasis ni alteraciones en la secrecitn de hormonas endocrinas .

Empleando la etectrofusién para obtener células hibridas pancreaticas totales, se realiz6 el
transplante de éstas en conejos diabéticos, presentdndose una mejoria irregular en el cuadro
clinico durante 5 meses, que progresé hacia los valores normales de glucemia, peso y otros
pardmetros en los siguientes meses hasta el afio y medio, sin manifestaciones aparentes de
rechazo inmunolégico. El area del injerto presentdé cierta desorganizacién celular y algunas
estructuras semejantes a islotes *',
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Autor Afio Tipo cetular Organismo(s} Técnica Objetivo Referencias
empleada
Rehmann, et 1992 | mieloma K Hy/BS humano electrofusidén | Hibridomas  productores de  anticuerpos 47
al y linfocito B monoclonales
Nishihira, et al. | 1979 células L de ratén fusidn con virus T’mnsplanle de céfufas hibridas comparado con 52
C3IHME con Sendai inactivo | un tratamiento inmunosupresor comiin
JLS-VB de
BALB/c
Gonzéalez, et al| 1683 hepstocitos rata fusidn con PEG | Evaluacion del transplante de células hepéticas 53, 54
hibridas para regeneracién hepéitica
Pace, et al. 1980 istotes de rata electroporacion | Estudio de intermediarios del metabolisme de la 55
Langerhans célula B y la exocitosis de insulina
Yassen, etal. | 1982 islotes de rata electroporacién | Permeabilizacién de lones y sacarosa al espacio 56
Langerhans extracetular dentro del islote
Geman, el al, [ 1983 islotes de rata electroporacion | Estudio de intermediarios en la secrecidn de 57
Langerhans insulina.
Takaki, et al. 1984 | células insulares hamster fusion con PEG | Establecimiento y caracterizacién de una linea 58
normal y linea hibrida secretora de glucagon e insufina
In-111-8TG
tumoral
McClenaghan, | 1996 | células insulares rata etectrofusidn caracterizacidn de {a produccién y secrecién de| 58, 60, 61
etal nomales y linea insulina, metabolismo y morfologla de las lineas
RINmSF tumoral BRIN-BGS, BRIN-BG7 y BRIN-BD11
Barrera, et al. | 1897 células congjo electrofusién | Pardmetros éptimos de electrofusién para mayor 82
pancreaticas rendimiento de heterodicariontes
totales

Tabla 2, Antecedentes de hibridacidn celular.
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Especificamente para la manipulacidn de células pancreiticas con electroporacién y
electrofusidn, tos pardmetros de referencia empleados en diversos trabajos presentan algunas
diferencias entre si {tabla 3), En la electroporacién de islotes complelos, donde se estudiaron
algunos mecanismos involucrados en la secrecién de insulina, las condiciones son similares entre
si excepto en las soluciones amortiguadoras preparadas 2%

Para la obtencién de las lineas hibridas BRIN-BGS y BRIN-BG7, a partir de la electrofusién
de células & normales y RINmFS5 tumorales de rata, el protocolo de electrofusién empleado es el
que generalmente se recomienda para células de mamiferos que midan de 10 a 20 ym de
didmetro, sin embargo, no se reportan fos rendimientos de dicha fusién en términos de productos
obtenidos 32508

Con células pancreéticas totales de conejo se han establecido determinados pardmetros,
ajustados a las caracleristicas del equipo empleado en base a otros protocolos  (ver anexo).
Cabe mencionar que el nimero de células empleadas para la fusién varian entre estos 2 trabajos,
de 1x10° en el primero a 3x10° en el sequndo.

Ref | Células empleadas Distancia entre
Protocelo CAoRF cD
electrodos (cm}
55 | islotes completos de 2.5 KV/icm - 1
rata electroporacion 5 pulsos
250 pseg
56 | islotes completos de 3.4 KVicm - 1
rata electroporacitn 5 pulsos
200 pseq
59 | islotes disgregados 1.5 KVicm 1.5 KV/cm 1
60 y linea tumoral electrofusién 1 MHz 20 pseq
61 RINmS5F de rata Sopseg
62 pancreas total 10 Vicm RMS 300 vicm 0.5
disgregado de electrofusidn 0.5 MHz 1 mseg
conejo 15- 20 seg

Tabla 3. Pardmetros empleados en los diferentes estudios de electroporacién y
electrofusion con células del islote de Langerhans.



Para cada tipo celular es necesario establecer las condiciones especificas de voltaje,
tiempo y concenlracion para su 6plima electrofusion. Dichos pardmetros han sido evaluados para
células pancredticas tolales de conejo, sin embargo, estos resultados no se pueden extrapolar
completamente hacia los tipos celulares tan especializados que se presentan en los isiotes de
Langerhans, ya que cada poblacién posee caracteristicas propias y definidas, 1o que también
dificulta el céiculo malemético exacto de los requerimientos de tiempo y corriente eléctrica
éptimos para cada estirpe 748",

Ademds, para los estudios realizados en conejo, 1a obtencidn de sus islotes pancredticos
por los métodos mas empleados resuila muy dificil debido a sus caracteristicas anatdmicas e
histolégicas. En comparacidén con ofres animales, la rata presenta |a anatomia def pancreas mas
definida y sus isloles pueden obtenerse por muchas lécnicas ya estandarizadas, lo que ha
facllitado los estudios més detallados sobre la morfologia y fisiologia de las células B, asi como los
modelos experimentales para la diabetes 288457

Considerande a la electrofusién como una herramienta para obtener recombinacifn
genética, y con el antecedente de su aplicacién en conejos diabéticos, en el presente trabajo se

propone establecer los pardmetros especificos y dptimos de electrofusion para células del islote de
Langerhans, oblenidos estos de ratas Wistar.



fil. OBJETIVO GENERAL.

Establecer l0s pardmetros necesarios para la 6ptima electrofusion de células de islotes de
Langerhans entre si, obtenidas de ratas macho Wistar.

V. OBJETIVOS PARTICULARES.

A). Oblener células de islotes de Langerhans de rata, aisladas en cultivo primario y diferenciadas
en dos grupos con marcaje intraceluiar de microesferas de latex,

B). Evaluar ef rendimiento de la electrofusién de diferentes concentraciones celulares y tiempos de

exposicién a la radiofrecuencia, en base a los porcentajes obtenidos de cada producto de la
electrofusifn y a su viabilidad tota!.
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V. MATERIALES ¥ METODOS.

1. Animales. Se utilizaron 60 ratas macho Wistar, de peso enlre 200 y 250 g, obtenidas del
Bioterio de 1a U.N.A.M. Campus iztacala y mantenidas con ingesta de agua y alimento ad libitum.

2. Obtencién de las células de los islotes de Langerhans. Se emplearon 4 ratas en cada
repeticién a las cuales se les extrajo el pancreas por medio de la técnica de Lacy-Kostianovski,
con modificaciones de Hiriart y Ramirez-Medeles %'“%9% _ |as ratas se anestesiaron con
pentobarbital sddico intraperitoneal (E0mg/Kg) y se abri6é el abdomen completamente bajo
condiciones semi-estériles. Una vez localizade y ligado el conducto de Wirsung, se inyecté 10 mL
de solucién balanceada de sales de Hank (HBBS) a través del conducto pancredtico principal para
poder identificar mejor del tejido endocring del pancreas y poderio separar de la porcién acinar. El
tejide se cortd en pequefios trozos y se disgregd con colagenasa tipo IV (Worthington), 2.5 mg/mL,
a 37°C durante 10 min. Los islotes se purificaron por centrifugacitn en un gradiente discontinuo de
albiimina * y se disgregaron con una soluci6n de tripsina (2.5 mg/mL en HBBS) durante 10
minutos. Seguido se determind e! nimerc de células obtenidas y su viabilidad en un
hemecitémetro empleando la técnica de exclusitn de azul de tripano.

3. Incubacién y marcaje celular. Las células insulares se separaron en dos grupos iguales;
ambos se incubaron en tubos conicos estériles durante 24 horas a 37°C, en medio RPMI 1640
(Sigma Co., con 5.958 g/L. de HEPES y 2 g de bicarbonato de sodio), suplementado con 10% de
SBF y 3% de solucidn preparada de antibiéticos (Gibco BRL): penicilina 200 ug/mt., estreptomicina
200 pg/mL y anfotericina B 0.5 pg/mL. Para lograr un marcaje celular en el citoplasma , a un grupo
se le afladit 5 pl/ml. de solucién de microesferas de lalex (Sigma Co.) de 1,16 pm de didmetro, y
al otro, de 0.45 pm.

Después de la incubacién, las células de cada grupo se lavaron para eliminar las
microesferas del medio y se evalud por hemocitometria y exclusion de azul de tripano el nimero
de células viables con microesferas incluidas en su citoplasma. Los 2 grupos marcados se
ajustaron a una misma concentracion celutar para su electrofusién; 2, 3y 4 x10° céls/mL. en la
siguiente solucién amortiguadora: HEPES 16 mM, glutamato de potasio 100 mM, glutamato sédico
40 mM, glucosa 5 mM, cloruro de magnesio 1 mM, EGTA § mM, BSA 3 mg/ml; pH de 7.4 a
temperatura ambiente, osmolaridad 290 mOsmol/Kg y resistencia de 0.5 ohms . Las células de
ambos grupos se mezclaron en proporcion 1:1 viv y se depositaron 0.3 mL en la cdmara de
electrofusidn.
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4. Electrofusién. E! equipo fue disefiado y construido en el Taller de Equipo y Laboratorio para la
Ensefanza (TELE) de la UN.AM. Campus |ztacala. Las condiciones de electrofusion que se
emplearon fueron {ver anexo}:

- CAmara de electrofusidn de acrilico de 4 x 0.7 x 0.5 cm, con 2 electrodos de platine separados
entre si 0.5 cm y conectados directamente a la interfase (figura 8).

- Tiempos de exposicién a la CA de 15 y 20 segundos, medide cronométricamente (crondmetro
Gallet: 0 - 30 min., divisién 1 seg.).

- Campe de RF de 0.5 MHz con salida sinusoidal y 10 V RMS de CA, pico a pico (generador
Famell, mod. Sgi -0.1 - 100 MHz) %,

- Pulso tnico de 300 V de CD con decaimiento exponencial {fuente de poder TELE 0.0 + 50
Amperes; 0 - 500 V de corriente directa), de 1 msag.

- Interfase de RF y voltaje con capacitor y respuesta de 1 mseg, construida y modificada de
acuerdo a especificaciones previas > .

- Reestablecimiento de ia RF durante 60 seg. para estabilizar las membranas fusionadas.

6. Evaluacién del rendimiento. iInmediatamente después de la fusidn se tomd una alicuota para
determinar en un hemocitdémetro la viabilidad y la cantidad de las células sin fusionar,
homocariontes, heterodicariontes y policariontes obtenidos, diferencidndolas al microscopio 6ptico
por el tipo de microesferas presentes en el citoplasma y por e! nimero de nicleos contenidos,
usando nuevamente la exclusidn de azu! de tripano para verificar su viabilidad.

6. Andlisis de datos. Para determinar la significancia de los resultados (p<0.05) se realizd una
prueba de homogeneidad para todos los datos y el andlisis de varianza bifactorial, donde se
evalud el factor A definido como la concentracion de células (2, 3 y 4 x10° céls/mL), el factor B
como el tiempo de exposicién a RF (15 y 20 seg) y la posible interaccién entre ambos, para cada
una de las variables de respuesta: células libres, homodicariontes, heterodicariontes, policariontes
y viabilidad total. El andlisis se realiz6 con el programa Statistica 4.1 para Windows 3.11.
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Figura 8. Esquema del aparato para la electrofusion. La cimara de electrofusién recibe
constantemente del generador la corriente alterna {CA) a cierta radiofrecuencia (RF}); al
. cambiar ef “switch” de la interfase, se interrumpe durante 1 miliségundo con ef pulso de
cormiente directa (CD) atmacenada en el capacitor, restaurindose inmediatamente la RF. *



VI. RESULTADOS Y ANALISIS.

L.a viabilidad de las células insulares después de ser disgregadas fue superior al 90% en
promedio, manteniéndose asl durante la incubacién para su marcaje con las microesferas de latex.
Después de la electrofusidn, la viabilidad de lodos los producios celulares se situd arriba del 70%
en promedio, sin diferencias significativas entre ellas a las diferentes concentraciones y tiempos
empleados (tabla 4). Entre las células muertas, la mayoria se apreciaron como células libres o en
pares que s6lo se habian unido pero cuya membrana estaba daiiada.

Concentracion celular Tiempo de exposicion a RF (seqg)
(célsimL x 10%) 15 20
2 73.78£18.5 72 .69126.56
3 75.96+18.34 7264186
4 72.36421.33 74.75¢£19.64

Tabla 4. Viabilidad promedio total (%), relativa a la concentracion celular y al tiempo de
exposicién a la radiofrecuencia.

La forma como se observaron las células al microscopio Optico se aprecia en la figura 9.
Las células B pancresticas se identifican por su nicleo definido, una forma semi esférica y por
pequedas vesiculas {granulos de insulina) en su citoplasma. Las microesferas de litex se
diferenciaron por su refringencia y tamafio relativo como pequefios puntes sin color.

En las figuras 10, 11 y 12 se presentan los porcentajes promedio de cada producto
obtenido de la electrofusion, a las diferentes concentraciones celulares, en 15 y 20 seg de
exposicién. En general, se aprecia la disminucién en su rendimiento a mayor tiempo de exposicién
a RF y el aumento en relacion a la concentracitn celular. Cabe destacar que sélo el porcentaje de
células policariontes aumentd de 7.4% con 15 seg de RF a 9.4% con 20 seg, en la concentracién
de 3x10° céls/mL.

En los diferentes tiempos y concentraciones celulares evaluados, el nimero de células
libres (no electrofusionadas) ohtenidas se incrementd en relacién al tiempe de exposicién a RF,
siendo mas notario a fa concentracién de 2x10% céls/mL (figura 13). También se observd una ligera
disminucién en su porcentaje relativo después de la electrofusién conforme aumentd la
concentracion celular.
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Con el andlisis de varianza no se detectaron diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05) entre las distintas concentraciones, asi como tampoco se encontr6 alguna interaccién con
el factor tiempo. Sin embargo, las exposiciones a RF de 15 y 20 seg. si presentaron diferencias
significativas (p<0.03) entre los rendimientos obtenidos de células homodicariontes vy
heterodicariontes, siendo el éptimo de 15 seg, donde los promedios fueron mayores al 10%.

Al analizar cada concentracion celular dentro del tiempo de 15 seg (figura 14), el mejor
rendimiento de la electrofusién se observé a 3x10° céls/mL, donde fue mayor el porcentaje de
heterodicariontes obtenidos (14.72%) y menor e! de policariontes (uno de productos ne deseados),
en relacién a las otras concentraciones,

La viabilidad total a la concentracién de 3x10° céls/mL con 15 seg. de RF aplicada fue de
75.96%, pero como me menciond anteriormente, no existieron diferencias significativas con
respecto a las demds ni tampoco una predominancia de mortalidad sobre algun tipe de producto

de la electrofusién.

Figura 9: Células insulares sin marcaje, con marcaje y un heterodicarionte. Las
microesferas se diferencian entre si por su refringencia dentro del citoplasma y por su

tamafio relativo, 40x

21



Figuras 10, 11, 12 y 13, Porcentajes obtenidos de los diferentes productos de la

electrofusién a dos tiempos de exposicién a RF, 15 y 20 seg.
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Figura 10. Comparacidn de rendimiento de homodicariontes a 2 Yiempos de exposicién a RF
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Figura 11. Comparacion de rendimiento de h%l;rodicariomes a 2 tiempos de exposicion a RF
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Figura 12, Comparacién de rendimiento de policariontes a 2 tiempos de exposicién a RF
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Figura 13. Presencia de células libres {no fusionadas) a 2 tiempos de exposicion a RF




Figura 14. Comparacién de los rendimientos obtenidos de productos de la fusién, entre las

tres concentraciones celulares a 15 seg de exposicién a RF.
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Vil. DISCUSION.

1. Diferenciacién entre homodicariontes y heterodicariontes. El aislamiento y marcaje de las
células insulares de rata con microesferas de litex fue lo suficientemente satisfactorio para los
objetivos de este trabajo. Durante la incubacién de las células, las microesferas que fueron
introducidas al citoplasma no provocaron una disminucién notable en la viabilidad. E} periodo
empleado de 24 horas fue el necesario para poder abservar de 1 a 2 microesferas incluidas dentro
de la mayoria de las células viables. '

En trabajos similares, las células ha sido marcadas con la endocitosis de agar tefiido
previamente con diferentes colorantes, los cuales pueden resultar dxicos hasta cierto grado para
las células una ver que el agar es asimilado compietamente, y por lo tanto, afectarfan
directamente a la viabilidad ®7 | La citofluorometria de flujo se presenta como la mejor opcion
para este tipo de estudios, ya que permite el aislamiento exclusivo de las células de interés; en
este caso, de las células B de los islotes de Langerhans y posteriormente la separacidn de cada
uno de los productos de 1a electrofusién dependiendo del nimero de niicleos presentes en el
citoplasma ¢

comparacién con los métodos anteriores y requiere del manejo cuidadoso debido a su sofisticacidn
7374

. Sin embarge, el costo de los reactivos y del equipo es muy elevado en

Las microesferas de latex han sido empleadas principaimente en estudios de flujo
sanguineo entre los islotes de Langerhans, y para el aislamiento y purificacién de éstos, resultando
una buana opci6n, inerte a las funciones normales de las células secretoras -2 |

2. Rangos de fusidén celular. En ef presente trabajo, la electrofusién demostrd ser una técnica
aceptable para obtener células hibridas viables en un corto tiempo y con relativa facilidad como se
ha reportado anteriormente “***'% _ £n algunas pruebas de viabilidad se observé, en una
pequefia proporcidn relativa, la fusién de células vivas con muertas y la presencia de restos
celutares, los cuales podrian deberse a la manipulacién mecénica al momento de mezclar los
grupos celulares para su fusién,

Durante la fase de estandarizacién de las técnicas se realizé solo una observacién
general, empleando para la electrofusién concentraciones celulares de 1, 2, 3 y 4 x1 0 céls/mL con
10, 15, 20 y 25 seg de exposicién a RF, de donde se delimitaron los rangos para cada variable en
base a los mayores rendimientos oblenidos de células heterodicariontes.
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En todas las concentraciones prebadas a 10 seg de RF, los rendimientos fueron inferiores
a los obtenidos a 15, sin embargo, de acuerdo con los resultados observados en este lrabajo,
resullaria conveniente realizar otras repeticiones y variar la concentracién celular en funcién al
tiempo.

Para un 6ptimo rendimiento de células heterodicariontes, obtenidas a partir de células
insulares de rata electrofusionadas, el tiempo de exposicibn a la RF de 15 seg fue
estadisticamente mis determinante que la concentracién celular, aunque los mayores porcentajes
fueron obtenidos cuando se emplearon 3x10® célsimlL. Estos resultados concuerdan con lo
observado en ia electrofusién de células pancredticas totales de conejo, donde la concentracién
celutar de 3x10° fue significativa *' .

Cabe resaltar aqui la especifidad del presente trabajo con respecto a su antecedente,
donde se emplea un modelo animal mejor estudiado y con caracleristicas mds afines a la diabetes
meliitus humana ™ . La electrofusién de células pancreslicas exclusivamente endécrinas (75% de
ellas células B), es mas aceptable que si se mezclan con aguellas provenientes del tejido acinar,
ya que [as propiedades eléclicas en sus membranas son diferentes '. Ademas, Ja solucion
amortiguadora empleada por Pace para la electroporacitn de islotes, proporciona la osmolaridad y
resistencia adecuada que no presenta la solucién HBSS s

Al comparar los resultados obtenidos con otros estudios de electroporacion y electrofusién
con células del islote de Langerhans, algunos de los pardmetros eléctricos empleados son
similares entre si; sin embargo, otros difieren debido a que:

- la distancia entre los elecirodos empleada fus menor {0.5 cm, generalmente es de 1 cm), que
junto con la resistencia de la interfase implica disminuir el vollaje de las corientes eléctricas y
aumentar ef tiempo de exposicidn %538

- la dielectroforesis se realizd principaimente con CA de afta radiofrecuencia y de voltaje
moderado para permitic (preferencialmente) el acercamiento de las células en pares.

Si se alterara cualquiera de los pardmetros establecidos en el presente trabajo, las
cadenas o “rosarios” de células que se forman en {a dielectroforesis lenderian a ser méas largas y
podria incrementarse el nimero de células fusionadas entre si, produciendo policariontes. O bien,
st la intensidad de las comientes eléctricas o Ia exposicién de as células a estas aumentan, podria
exceder e! limite para la apertura de microporos en 1as membranas y provocar su rompimiento
imeversible “***' | Por esta razén se podria explicar el porque la cantidad de policariontes no
aumento en relacidn al tiempo.
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Se empled la solucién amortiguadora sefiatada por Pace (1881) para electroporacion de
islotes, ya que ofrece al medio extemno de la célula la conductividad y resistencia adecuadas al
flujo de cargas, considerando el tiempo de exposicién al voltaje y a la RF de la CA para la
dielectroforesis, asi como la resistencia dada por (a interfase . Para futuros trabajos, podria ser
interesante evaluar los rendimientos de electrofusién variando las soluciones amortiguadoras,
considerando los estudios previos de electroporacién de islotes y oblencidn de lineas hibridas,
adem4s de las caracteristicas despolarizantes de la membrana de la célula B, que 50n un evento
determinante para la secrecion de insutina **>%%,

3. Rendimiento de electrofusidn. En los trabajos de McClenaghan donde se electrofusionan
especificamente células insulares normales con tumorales {1996) no se reporta el rendimiento en
términos de cantidad de productos obtenidos, sino en la restauracion de la funcién secretora y la
proliferacitn de la linea hibrida establecida %' _ Considerando a la baja concentracién celular
empleada (1x10° céis/mL), es poco probable que se obtuviesen células policariontes. Ademas, sus
resultados de hibridacién y recombinacién genética de la linea hibrida BRIN refleja directamente
un aceptable rendimiento de céfulas heterodicariontes.

En la electrofusidén de células insulares de rata, el mejor rendimiento obienido de células
heterodicariontes fue de 14.72% con una viabilidad superior al 70%. Este resultado es muy similar
al observado en el establecimiento de los parAmetros para células pancreaticas tolales de conejo,
pero en este, la viabilidad fue mayor. Esta diferencia podria deberse a la presencia y
caracteristicas de las células acipares y otros tipos, ademés de las diferencias propias entre
especies animales.

Cabe recordar que la finalidad del establecimiento de estos parémetros de electrofusion es
para lograr la maxima obtencidn de células hibridas productoras de insulina. Al oblener mayor
cantidad de células heterodicariontes, siendo de origenes diferentes, aumentan [as probabilidades
de obtener diferentes combinaciones de malterial genético. En su aplicacién para pacientes con
diabetes mellitus, de fusionarse células B donadas con una muestra celular del receptor enfermo,
la expresibn genética ideal de las células hibridas seria la conservacién de la capacidad de
produccidn, regulacién y secrecidn de insulina, al mismo tiempo de presentar las caracteristicas
inmunolbgicas de histocompatibilidad que evilen el rechazo de las células al injertarse. La
combinacién hibrida de genclipos y fenotipos puede observarse en células heterodicariontes
fusionadas donde no predomina la canga genélica de alguno de los progenitores por ta cantidad de
niicleos presentes, sin embargo, es necesario profundizar en el estudio de dichos hibridos.
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Viil. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.
€n el presente trabajo se establecid que:

1.- Con el fin de obtener rendimientos éplimos de célutas heterodicariontes hibridas de célutas B
pancreticas, las condiciones de electrofusidn para células del islote de Langerhans de rata wistar
deben ser;

- Concentraciones celulares de ambos origenes a fusionar ajusiadas a 3x10° céls/ml, en relacién
1:1 viv, en solucién amortiguadora preparada segin las especificaciones de Pace (1981).

- Tiempo de exposicidn de 15 segundos a radiofrecuencia de 0.5 Mhz con salida sinusoidat y 10
voltiocs RMS de comiente altema, y pulso de comiente directa con salida de 300 voltios y
decaimienio exponencial durante 1 milisegundo, en cdmara de electrofusion de acrilico con
electrodos de plalino separados 0.5 cm.

2.- Bajo las condiciones experimentales antes mencionadas, se obliene un rendimiento de células
heterodicariontes hibridas del 14.72% con 75% de viabilidad.

3.- El marcaje de células insulares pancreéticas por endocitosis de microesferas de ltex bajo
condiciones de cultivo resulta una opcién sencilla y practica para la evaluacién de los rendimientos
de productos obtenidos de la electrofusion.

Estos pardmetros podrian evaluarse en relacién al cambio de voltaje, a las soluciones
amortiguadoras empleadas, y al grado de pureza, viabilidad y origen de las muestras celutares,

Asl como en los trabajos previos de electrofusion para el establecimiento de la finea
celular hibrida BRIN, es necesario desamoltar la separacién de dichas células 8 heterodicariontes,
la seleccidn de los hibridos y caracterizar la producién y secrecidn de insulina; la conservacién,
eliminacién o recombinacién de genes y cromosomas; ia presencia y propiedades de los
complejos de histocompatiblidad membranales y su viabilidad en condiciones fisioldgicas, para
finalmente evaluar su posible transplante en sujetos diabéticos.
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IX. ANEXO.

La electrofusién de células se puede lograr induciendo de manera controlada, el estrecho
acercamiento de las membranas plasmaticas en un campo eléctrico homogéneo, y la unién de
pares o multiples células se obtiene al aplicar uno varios pulsos de alta intensidad en breve
tiempo. Esto es el resullado de los fenémenos de dielectroforesis y electroporacidn a los que se
expone la célula ante un campo eléctrico.

El primer fendmeno de la dielectroforesis o movimiento de las células se establece cuando
un campo eléctrico externo a la célula altera las cargas del medio extra e intracelular. Este cambio
o potencial transmembranal AY se establece como la diferencia de cargas entre e! interior y el
exterior de la membrana de una céluta, idealmente esférica, con un radio a, expuesta a un campo
eléctrico uniforme E,:

AY'= 1.5faEp cosf1-exp(-t/t)]
=faCp (1; + 1/2)
F=AU{1 + aGg(n + 1))
Donde
t es el tiempo de exposicion al campo eléctrico
Cn es la capacilancia de la membrana por unidad de drea. En células de mamifero, la
capacitancia es de 1pFiem’.
I, Y I, Son las resistencias especificas de 1os medios intra y extra celulares
Gn es la conductancia de la membrana por unidad de érea, considerada como uniforme. Este
valor por lo general es tén pequefio que f&=1.
En el caso de las células insulares pancreédticas de rata, los didmetros celulares varian desde 8
hasta 15 ym.

Un AY Optimo para lograr la complefa polarizacion de la membrana debe ser
aproximadamente de 0.75 a 1 V en una célula esférica, lo que implica un rango de intensidad de
cormriente entre 100 y 400 V/em. Si se consideran los dngulos de 0° y 180° donde la comiente s
perpendicular 8 la membrana, la A% resulta mayor, induciento la mayor separacién de camas a
fravés de la membrana, ya que ésta funciona entonces como capacitor separando los iones y
creando una pofarizacién de [a célula. Se establece entonces una fuerza de dielectroforesis F
determinada por un gradiente de comiente externa uniforme E, por las caracteristicas combinadas
de la célula polarizada y la conductividad que tenga el medio 8:

F= (2ra’)(B)AES
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Esta fuerza de acercamiento entre las células permile un contacto muy cercano en
cuestién de unos segundos de exposicién. Dicho tiempo tiene una relacién directa con la distancia
que existe entre los electrodos, la intensidad del campo eléctrico y la amplitud o frecuencia del
pulso de aplicacién. Las soluciones con baja cantidad de iones permiten una baja conductividad de
la commiente, y por lo tanto, una alta resistencia, 1a cual puede ser calcutada como:

Resistencia (ohms)= resistividad (chm/cm) x longuitud de la cdmara (cm) por 4rea (cm?)

La mayoria de los medios o soluciones empleagas en los protocolos de electrofusion
poseen una conductividad de 50 a 150 uS/cm (resistividad = 6.67 x 10° Oms/cm) y una molaridad
de 250 a 300 mM, lo que permite un rango de frecuencia de 100 kHz a 10 MHz, aplicable entre § y
20 seg., dependiendo del vollaje, Con estas caracteriasticas, el medio no solo favorece la
formacién de dipolos y la dielectroforesis de las células, sino también reduce considerablemente el
calentamiento por la corriente y el daiio celular.

Para aplicar l1a comiente de alta intensidad que induzca a la fusién de las membranas,
también debe considerarse las caracteristicas de la cdmara de electrofusidn. Considerando una
distancia entre los electrodos de 0.5 cm., y un pulso de CD con decaimiento exponencial, puede
aplicarse la relacion de voltaje y tiempo que se expresa en la figura 15.

1000
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Figura 15. Relacién de tiempo de duracién y voltaje de CD descargado de un capacitor,
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La generacién de un pulso de alto voltaje se logra con un capacilor que atmacene el
voltaje de una fuente de poder y que 1o "descargue” de manera gradual o exponencial. La cantidad
de electrones por volt que puede retener un capacilor se denomina Faradio. La membrana celular
también puede funcionar come un capacilor, separando cargas.

Para el presente trabajo, cabe destacar [as carécteristicas propias que poseen las células
productoras de Iinsulina. La célula B pancredtica presenta aclividad eléctrica en su membrana
gracias a los canales idnicos presentes en ella. En estado de reposo, 1a membrana se mantiene
polarizada, es decir, con mayor cantidad de cargas o iones en su exterior, con un potencial de
membrana de -70mV. Ante un estimulo, como puede ser la presencia de glucosa, ocurre una lenta
apertura de fos canales membranales y, consecuentemente, una despolarizacidn de la célula que
culmina con [a activacién de los mecanismos de secrecidn de insulina.

Se ha determinado una relacidn directa entre la despolarizacién de la célula y la exocitosis
de los granulos de insulina. La funcién de capacitor de la membrana para la polarizacitn de la
célula &, fa fusidn de vesiculas con 1a membrana plasmética y su forma tridimencional en selucién
semi-esférica son elementos que dificultan la determinacién exacta de ios parametros adecuados
y que podrian variar [as predicciones de un cdlculo matemético tedrico para considerar el tiempo y
la intensidad de las corrientes eléctricas.
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