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RESUMEN. 

La diabetes mellitus es una enfermedad metabólica ocasionada por la pérdida parcial o 
total de la secreción o acción de la insulina. Sus causas están asociadas a factores genéticos y 
ambientales que provocan algún defecto en la s(ntesis, secreción o acción de la hormona. Para 
promover el restablecimiento del metabolismo de los carbohldratos de manera natural. están en 
estudio los transplantes de islotes encapsulados, o la implementación de un páncreas artificial. Sin 
embargo, estas opciones pueden provocar una respuesta inmunológica de rechazo y conducen al 
paciente al uso de inmunosupresores. Recientemente se ha estudiado como propuesta alternativa, 
el empleo del transplante de células pancreáticas hfbridas obtenidas por eledrofusión. 

Una célula híbrida es el producto de la fusión de dos células de diferentes caradeñsticas u 
orlgenes, que manifiesta algunas caraderísticas morfológicas y fisiológicas de ambas y sus 
aplicaciones son diversas en las áreas de genética, biologia celular e inmunología. Existen varias 
técnicas que penniten obtener células fusionadas, como el uso de virus, de poIietilenglicol, entre 
otras. Destaca la electrofusión ya que presenta mayores ventajas debido a su alto rendimiento de 
hibridación. facilidad y mlnlma manipulación de las células y el fenómeno puede ser obselVado 
bajo el microscopio óptico. En esta técnica, se emplean campos elédricos para agregar y fusionar 
a las células. 

Se ha empleado la eledrofusión con células de islotes pancreáticos nonnales y células 
tumorales para obtener una línea híbrida secretora; así como, por otro lado, para el estabecimiento 
de los parámetros óptimos de tiempo de exposición y concentración, en células pancreáticas 
totales de conejo, con el fin de obtener mayor rendimiento de la hibridación. Sin embargo, dichos 
parámetros de electrofusión no se pueden generalizar hacia los tipos celulares presentes en los 
islotes de langemans, que poseen caracteristicas diferentes y funciones especificas. 

Considerando a la electrofusión como una herramienta para inducir artificialmente la 
recombinación genética, en el presente trabajo se propone establecer los parámetros específicos y 
óptimos de eledrofusión para células del islote de Langerflans, obtenidas de ratas Wistar. 

Se obtuvieron las células insulares por el método de Lacy y Kostianovsky, disgregadas 
enzlmáticamente. Una vez marcadas en cultivo con microesferas de látex de dos diferentes 
tamanos, las células se ajustaron a concentraciones de 2, 3 Y 4 x10:; céls/mL y se 
eledrofusionaron entre si, con 15 y 20 seg de exposición a la radiofrecuencia (RF) de 0.5 Mhz a 
10 V de corriente attema. y un putso de corriente directa de 300 V durante 1 mseg. El rendimiento 
de cada fusión se detenninó evaluando la viabilidad y el número de células libres sin fusionar, 
homodicariontes, heterodicariontes, policañontes, diferenciándolos entre si por su marcaje con las 
microesferas y por el número de núcleos presentes en el citoplasma. 

El análisis estadrstico no mostró diferencias significativas entre las diferentes 
concentraciones pero si en el tiempo de exposición a RF para obtener los mejores rendimientos 
de células heterodicariontes viables. 

En las condiciones experimentales establecidas
5 

el mayor porcentaje de heterodicariontes 
(14.72%) se obtuvo a ta concentración cetular de 3xl0 céls/mL con 15 seg de exposición a RF. 
con una viabilidad total del 75%. Estos resultados pueden variar si se modifican otros parámetros 
como el voltaje de las corrientes o el tipo de solución amortiguadora. 

\ 

Abreviaturas empleadas: ATP: TrI!os!ato de adenoslna; BSA: albúmina sérlca bovina; CA: 
corriente artema; CD: comente directa: célsJml: células por mililitro; HEPES: sal sódica y buffer 
para cultivos celulares; HIT: Insulinoma de hamster; HBSS: Solución salina balanceada de Hank; 
100M: tnsulin-dependent Diabetes Mellitus; NtDDM: Non Insulin-dependent Diabetes Mellitus; 
PEG: Polietilenglicol; RF: radiofrecuencia; RINmSF: Insuloma de rata linea 5; RPMI: medio de 
cultivo Roswell Par1t Memoriallnstitute; SBF: suero bovino fetal; seg: segundos. 



l. INTRODUCCiÓN. 

1. La estructura del islote de Langerhans. 

El páncreas en los mamíferos es una glándula mixta de gran importancia para la digestión 

y el equilibrio homeostático. La respuesta exócrina es realizada por el tejido adnar, secretando 

varias enzimas digestivas hacia el duodeno. La función end6crina se le atribuye a las honnonas 

producidas por las células que confonnan el islote de Langenhans " 

los islotes, descubiertos por Paul Langemans en 1869, comprenden entre e12 y 3% de la 

masa total del páncreas y se distribuyen a 10 largo de la glándula, principalmente en la región 

caudal. Su tamafto y numero varia según la especie. En la rata adulta, los islotes miden de 50 a 

500 ~m de ancho y se estima que hay cerca de 100. 000 por órgano. cada uno con 

aproximadamente 3, 000 células 2.3. Poseen gran irrigación sanguinea a través de capilares 

fenestrados que penetran al islote para un mejor contacto con las células, y su actividad es 

regulada finamente por honnonas y neurotransmisores provenientes de tenninales nerviosas 

simpáticas y parasimpáticas 2.4. 

Existen al menos cuatro tipos de células diferentes dentro de la membrana penneable del 

islote: a, B, a y F, cada una con diferente distribución, cantidad y honnona de secreción (Tabla 1). 

Las células a cuyas funciones son hiperglucémiantes. constituyen del 10 al 15% de la población y 

secretan glucagon y fador liberador de corticotropina; las B confonnan entre el 70 y el 75% y son 

secretoras de insulina y amilina, con efectos hlpoglucémiantes y metabólicos. entre otros. Las 

células l) producen somatostatina, una hormona reguladora de las dos anteriores, y se encuentran 

en menos de un 10%. Finalmente las F, productoras de polipéptido pancreático, otro regulador de 

el glucagon y la insulina, son muy raras y no siempre están presentes en el islote (figura 1) 5.6. 

Tipo Proporción Tamaño Localización Honnona Estructura de la 
Celular en islote 1%1 celular (~mi secretada honnona 

1 cadena 
a (alfa) 10·15 10.15 periferia glucagon 29 aminoácidos 

2 cadenas unidas 
B (beta) 70·75 10·15 centro insulina a de 21 aminoácidos 

b de 30 aminoácidos 
2 fonnas 

S (delta) 8·10 8·12 periferia somatostatina 5-1414 aminoácidos 
5-28 28 aminoácidos 

F 1 ·5 10 centro polipéptido 1 cadena 
pancreático 36 aminoácidos 

Tabla 1. Constituyentes endocrinos del páncreas'. 
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~ Células alfa 
• Células delta 
o Células beta 

Figura 1. Representación esquemitica de la distribución 
celular de un islote normal de rlltL La. células beta se 
encuentran en la región cemral en mayor número y las 
al'l y delta en le periferlL 

Dentro del Islote las células están ordenadas en fonna de columnas con cierta polaridad 

hacia el capilar. Además. existen uniones estrechas entre las mismas células que permiten el 

intercambio de pequeftas moléculas y la regulación parácfina de sus secreciones 1.9. 

La mayoría de las investigaciones realizadas con islotes se enfocan en la fisiología de la 

célula B y su secreción de insulina. Varios trabajos han demostrado que las células B presentan 

cierta heterogeneidad funcional en cuanto a su producción de insulina y a su respuesta hacia 

diferentes estimulas para la secreción 11.9, 

2. La molécula de Insulina. 

En 1922, Frederick G. Banling. Chartes Best y sus colegas lograron aislar por primera vez 

en un extracto la hormona de insulina (del latín insuJae. que significa isla) 1.10. Su estructura está 

dada por dos cadenas peptídicas (A y B). de 21 y 30 aminoácidos respectivamente. unidas por dos 

puentes disulfuro (figura 2), Su síntesis es regulada por varios factores. siendo el principal la 

entrada y asimiliación de glucosa en la célula B ',9, 

El gene de la insulina se transaibe exclusivamente en la célula B. donde es regulado 

finamente por un sistema de segundos mensajeros y enzimas expresadas en estas células. El 

ARNm es traducido por los ribosomas en una sola cadena peptfdica: la preproinsulina. El péptido 

sel\al es removido en ellumen del retlculo endoplásmlco para dar lugar a la proinsulina. donde las 

dos cadenas se encuentran unidas por un segmento de 31 aminoácidos denominado péptido C. 
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Posteriormente en el aparato de Golgi se realiza el corte de la molécula y la unión de los puentes 

disulturo. La insulina y el péptido e son concentrados en forma de dímeros o hexámeros en 

vesiculas, las cuales se fusionarán después con la membrana plasmática para liberar la hormona 

hacia la luz del capilar más cercano 3.11,12. 

Dr. Charles Sest y Dr. Frederick 

Banting en 1921 10 

___ PEPTlDO C 
// ' .. 

/' " ... 
\ 
\ 
i 
I 

CAOEAOEiNA'iAD~-_--"J..i 
mOINSUUNA 

CADENA Al I le zo 30 
G-~ Y-E-a-c.C-A-S-V-C-S-l-y -Q.l-E-N-Y -C-N 

::::'L.l.G-5-H-LO V-EALo VoLOV.!G-EoRoG-FoFo VoTopo ~A 
Figura 2. Estructura de la molécula de proinsulina e 

insulina humana 1 

La actividad secretora de la célula B puede iniciarse por la estimulaci6n de varios 

secretagogos, tales como nutrientes, hormonas O neurotransmisores, siendo el principal la glucosa. 

El azúcar entra gracias al transportador membranal de tipo GLUT -2 de la célula e inmediatamente 

es metabolizado_ El aumento del nivel de ATP Intracelular provoca el cierre de los canales de K· 

sensibles a ATP y la despolarización de la membrana. Este cambio electroquímico conduce a la 

apertura de canales iónicos que incrementan a su vez, por diferentes mecanismos, la 

concentración de ea" en el citosol. A continuación se inician varias cascadas de reacciones 

mediadas por segundos mensajeros que movilizan los gránulos de secreción y estimulan al 

promotor de la sfntesis de la hormona 13,14.15. 

Una vez liberada la insulina al torrente sanguíneo, sus efectos son más notorios en 

aquellas células blanco con mayor cantidad de receptores a la hormona. tales como las 

musculares, las hepáticas y los adipocitos; y menores en las neuronas, en los eritrocitos, en 

células de la mucosa intestinal y de los túbulos renales. Entre sus principales acciones se 

encuentran 16,17: 
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• Promover el transporte activo de glucosa y la entrada de aminoácidos a la célula. 

• Estimular indiredamente la adivación de las vlas metabólicas para la glucólisis. lipogénesis. 

slntesis de glucógeno, de colesterol. de proteínas y de ácidos nucleicos. 

• Estimular el almacenamiento de triglicéridos y glucógeno. 

• Inhibir la glucogenólisls, la 1ip6lisis, la gluconeogénesis, la tonnación de urea, asl como 

disminuir los niveles de degradación de proteinas. 

la deficiencia en la producción o acción de la insulina provoca varios trastornos en la 

asimilación de carbohidratos y altera notablemente el metabolismo de los lípidos y protelnas en 

todo el organismo. Desde hace varios siglos a esta tatta se le ha denominado como diabetes 

mellijus. 

3. La diabetes mellitus. 

La diabetes melfrtus es un grupo de enfermedades metabólicas heterogéneas 

caraderizada por episodios de hiperglucemia, debidos a la pérdida parcial o total de la secreción 

de insulina. ó bien a la acción Inadecuada de ésta, ocasionada principalmente por fadores 

genéticos 18.
19

.20. La diabetes afada del 4 al 10% de la población mundial y de acuerdo a su 

etiologra se clasifica en: 

A). Diabetes mellijus tipo 1 (antes diabetes mellitus dependiente de insulina o 100M), donde 

ocurre la destrucción autoinmune de las células B por parte de linfocitos T. Se ha encontrado más 

de una asociación genética, entre ellas, la presencia de proteínas nativas relacionadas con los 

complejos principales de histocompatibilidad en la célula 6. que provocan una enérgica respuesta 

autoinmunológica contra ellas. No está completamente demostrado que fadores ambientales, 

infecciones virales o ciertos agentes qulmicos desencadenen también la respuesta inmunitaria 
(figura 3) 18.19.20.21. 

B). Diabetes mellitus tipo 2 (antes diabetes mellitus no dependiente de insulina o NIDDM), donde 

las causas están asociadas a varios fadores genéticos y ambientales que provocan la ineficiencia 

de enzimas y transportadores involucrados en el metabolismo de la glucosa, la resistencia a los 

efedos de la insulina, o bien. la disminución de su sintesis y secredón por las células B (figura 3) 
19.21.22,23 

e). Diabetes gestacional, la cual se presenta con altos niveles de glucemia duranle el embarazo. 

principalmente en el tercer trimestre. En relación a los antecedentes genéticos, este tipo de 

diabetes puede desaparecer o desarrollarse posteriormente en algún tipo definido 19.22.2 •• 

D). Diabetes de otros tipos especlficos, cuyas causas pueden ser variadas y su tratamiento 

depende de la gravedad del daño: mutaciones en el receptor de insulina, infecciones del páncreas, 
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pancreatitis, pancreatectomla, insulinoma, endocrinopaUas de otras hormonas antagonistas a la 

insulina, infecciones virales especificas, desnutrición y slndromes genéticos asociados 19,22. 

E). Intolerancia a carbohidratos, donde los valores de glucemia basal son superiores a los 

nonnales (>128 mg/dL) pero inferiores a los detenninación de diabetes «180 mg/dl), Puede 

deberse a diversas causas y no implica necesariamente el inicio de un estado patológico 19.22 

Sin un adecuado tratamiento, en cualquier tipo de diabetes se pueden presentar varias 

complicaciones micro y macro vasculares, que afedan diversos sistemas e incluso pueden causar 

la muerte del enfermo: hipertensión, cetoacidosis, desequilibrio osmótico, propensión a las 

infecciones y úlceras, retlnopatfa, nefmpatfa, neuropatfa, ateroescJerosis, coma diabético e infartos 
22,23,25,26,27 

Figura 3. Observaciones histológicas de Islotes de langerhans. ImAgenes obtenidas de: 

hllp:/twww.palhology.org 

A. Islotes de langerhans normales con Inmunotlnci6n por peroxldasa. A la Izquierda se 
identifican con el marcaje més oscuro a las células a. y en la derecha a las B. 

B. Insulitis o Inflamación del islote de 
Langemans por Infiltrado linfocitario 
(puntos oscuros) en el principio de una 
reacción au.t:olnmune. la destrucción de 
los islotes eventualmente provocarA 100M. 
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C. Islote de langerhans con hlalinlzaclón 
de color rosa (depósitos de amiloides) en 
varias células. Aspecto caracteristico en 
algunos pacientes con NIDDM. 



4. Tratamientos para la diabetes mellitus. 

Para lograr una mejor calidad de vida del paciente diabético y el control de su enfermedad 

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

inyección subdérmica o intravenosa de insulina humana exógena, actualmente de origen sintético; 

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

medicación de estimuladores de la secreción de insulina como sulfonilureas, y en todos los casos, 

el control dietetico bajo en carbohidratos y alto en fibras vegetales 27,28,29 , Sin embargo, estas 

terapias sólo representan un control para retrasar la aparición de las complicaciones crónicas, sin 

darte solución definitiva a la enfermedad 22.21, 

Otra opción es el transplante de 

páncreas, practicado en pacientes diabéticos 

con dificil control de hipo e hiperglucemia, con 

disfunción renal, retinopatía y/o neuropatía 

crónicas. A pesar de restaurar normalmente los 

niveles de glucemia, la operación es técnica· 

mente compleja y extensa con un alto riesgo a 

complicaciones JO.31 , Hoy en día están en 

estudio los transplantes de islotes de 

Langerhans encapsulados. ya sean de humano 

adulto. fetales. o de origen animal (porcino). 

depositados en órganos o lugares específicos 

(figura 4) 30.31.32,33.34. Sin embargo. en todos los 

casos se presenta la respuesta inmunológica, 

en intensidad variable. que rechazará al 

transplante finalmente; esto conducen al 

paciente a complementar el tratamiento con 

inmuno·supresores, tales como la ciclosporina, 

lo Que a su vez, implica el aumento de la 

susceptibilidad a infecciones oportunistas. 

neoplasias y la eventual falla del transplante 

@ .. 
~. 

36.37.38 la implementación de bombas de Figura 4. Transplante de islotes de 

insulina o páncreas artificiales que respondan langerhans inyectados a través de la vena 

de manera automática a los cambios de porta del hígado 32, 

glucemia son otra opción aún en estudio·35 
, 
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Por último se encuentra la manipulación genética a nivel celular y molecular. donde se 

persigue modificar la antigenicidad de las células del islote antes de ser transpJantadas, transferir 

los genes responsables de la sintesis, secreción y regulación de la insulina o establecer líneas 

celulares secretoras derivadas de células B nonnales 39.40. En las terapias génicas, la inserción de 

secuencias especificas, la introducción de genes completos o de juego de genes al núcleo pueden 

efeduarse a través de infecciones virales, por electroporación de la membrana celular o por fusión 

de células. Con esta úttima lécnlca. el equipo de trabajo del Dr. E. Barrera ha estudiado como 

propuesta alternativa para revertir el aJadro cUnico de la diabetes mellitus, el empleo del 

transplante de células pancreáticas hrbridas obtenidas por eledrcfusión 41. 

3. La fusión celular. 

Una célula hibrida es el producto de la fusión de dos células de difenenles progenftones u 

orígenes, que manifiesta algunas características morfológicas y fisiológicas de ambas 42.CJ. En la 

naturaleza ocurre normalmente la fusión celular, principalmente en la reproducción y entre las 

membranas adyacentes de diversos tejidos en los organismos 42, Sus aplicaciones son diversas en 

las áreas de genética, biologia celular, embriologia e Inmunologfa; principalmente en la expresión, 

coexpresión ylo supresión de genes, cambios o ajustes metabólicos, producción de antiaJerpos 

monoclonales, mejoramiento vegetal, etc. 43.44.45.4(1. 

Existen varias técnicas biológicas, químicas y físicas que permiten obtener células 

fusionadas. Entre estas destacan los usos de: 

a) el virus Sendal inactivo, el cual pennite la entremezcla azarosa de membranas cercanas, 

creando mi~vesiculas entre ellas en varios puntos de interacción 42; 

b) el poIietilenglicol (pEG), un polímero de alto peso molecular que expulsa las moléculas de agua 

entre las células, forzando el contado entre las membranas y fusionándolas bajo presión 42.e.4CI; 

e) aHas concentraciones de iones, que modifican drásticamente la polaridad de la membrana y su 

permeabilidad, pudiendo dañar irreversiblemente a la célula ~.47.48 ; 

d) detergentes ligeros de membranas, como la lisolecitina, que penniten la mezda de secciones 

cercanas de fosfolfpidos membranales; 

e) la eledrofusión, en donde las células se agregan y fusionan bajo la influencia de un campo 

elédrico aprovechando las caracterlsticas de sus membranas 43.C5.41. Esta úHima técnica presenta 

mayores ventajas sobre las anteriores debido a su alto rendimiento y control de los produdos 

hibridos, facilidad y menor tiempo de manipulación de las células, Jo que disminuye los riesgos de 

contaminación. Puede aplicarse a varios tipos celulares gradas a las propiedades dieléctricas 

comunes de las membranas y el fenómeno puede ser observado bajo el microscopio óptico 45.41.48. 
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La eledrofusión en general consiste en la exposición de las células a pulsos alternados de 

comente eléctrica de diferente intensidad. En cuestión de segundos, bajo la influencia de comente 

alterna (CA) de baja intensidad, se promueve el fenómeno de dielectroforesis de las células, en 

donde éstas se aproximan mutuamente debido a la formación de dipolos en sus membranas, 

formando cadenas o ·rosarios· de acuerdo al gradiente de corriente (fagura 5). La agregación 

también se puede lograr por micromanipulación, centrifugación o por cultivos en confluencia 41.49. 

Después, con uno o varios pulsos de corriente directa (CO) de allo voltaje, durante micro o 

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

+ 
++ 

+ + • ...... ++ 
---.- ++ 

+ 
+ + 

----~ 

Figura S, Dielectroforesis de células. Las cadenas o "rosarios" de células alineadas 

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

cargas en las membranas (derecha). El espacio entre las células es de 15 a 25 nm. 41.50 • 
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Figura 6. Protocolo de electrofusión 41.St, 

A 

CA 
RF 

0=0 
A.- Bajo la Influencia de 

un débil campo eléctrico 

de corriente altema (CA) 

en el rango de 

radiofrecuencia (RF), en 

MHz o KHz, se promueve 

la fonnaclón de dipolos 

en las células y su 

dielectroforesis, entre 5 y 

30 seg de exposición. 

CD 

B 

8.- Una vez aproximadas 

las membranas, con uno o 

varios pulsos de corriente 

directa (CO) del orden de 

1x102 a 1x105 volts. 

aplicados durante micro o 

mili-segundos, se crean 

microporos membranales 

y se fusionan las células. 

C 

MMJ\M 

o 
C.- Inmediatamente se 

restaura la CA para 

estabilizar las membranas 

fusionadas, durante 300 

60 segundos. Bajo ciertas 

condiciones óptimas de 

cultivo, los citoplasmas 

reunirán posterionnente a 

los núcleos. 

Los diferentes productos que se obtienen de la electrofusi6n son: células heterodicariontes, 

provenientes de la fusión de dos células de diferente origen; homodicariontes. de la fusión de dos 

células del mismo origen; y policariontes , de tres o más células fusionadas de origenes variados 

43,"7,..a (figura 7), En condiciones óptimas de cultivo, los citoplasmas fusionados se reorganizan y 

reúnen a los diferentes núcleos para realizar la recombinación o la eliminación de algunos 

cromosomas "3,"7. 

Figura 7. Productos de la fusión celular entre 

diferentes origenes, A y O: una célula híbrida 

heterodicarionte AO (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 

polieariontes, MO, BBA, AABD, AABA, 

BBAS. etc. (3) "7,51. 
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Para efectuar la electrofusión de células debe considerarse: 

- la intensidad del campo eléctrico que permita el libre movimiento de iones y la polarización de la 

célula, sin quebrantar la integridad de las membranas; 

- el diámetro celular, que influye en la velocidad de desplazamiento y la fuerza de resistencia de la 

célula en el medio de conducción; 

- la conductividad y resistencia de las membranas a fusionar, las cuales permitirán la distribución 

de cargas, el tamaño y la cantidad de microporos durante el pulso de CO; 

- la conductividad y resistencia del medio, que deben contribuir 8 que la corriente promueva la 

dielectroforesis de las células, la formación de dipolos y microporos en las membranas. así como 

evitar la elevación brusca de la temperatura; 

- el tiempo óptimo de exposición a la comente eléctrica para ejercer la fuerza y presión suficientes 

en las 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) 45. 46. .7, 50. 

Uno de los protocolos más empleados consiste en ajustar las concentraciones celulares a 

fusionar en ordenes mlnimos de 1x105 célslml y mezdartas en relación 1:1; se induce el 

fenómeno de la dielectroforesis con comente alterna (CA) de baja intensidad y de alta frecuencia. 

en el rango de radiofrecuencia (RF), entre 5 y 15 segundos, Seguido se aplica de uno a tres pulsos 

de corriente directa (CO), ya sean de decaimiento exponencial o cuadrados, en el orden de JJseg a 

mseg, dependiendo de la intensidad. y se restaura la CA para mantener unidas y estabilizar las 

membranas fusionadas durante un minuto. Inmediatamente se evalúa el rendimiento de la fusión 

por conteo celular y pruebas de viabilidad. y la muestra se coloca en el medio de cullivo selectivo, 

en condiciones óptimas para la recuperación total de la integridad membrana! y los procesos 

intracelulares CJ,.s •• 7,50,51 • 
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11. ANTECEDENTES. 

Desde hace más de 20 aft05 se ha realizado la fusión de varios tipos celulares en diversas 

condiciones y con diferentes objetivos (tabla 2). Además de la producción de anticuerpos 

monoclonales, la hibridación celular ha tenido algunas aplicaciones en los transptanles de células 

y tejidos, donde se ha observado mayor tolerancia hacia los injertos hlbridos por más tiempo en 

comparación con sus grupos control, manteniendo además su funcionalidad 41,52,5J.S4,58. Entre estos 

estudios destacan las fusiones de células de piel; de hepatocitos y de células pancreáticas. totales 

e insulares. 

En el transplante de las células h[bridas de lsIotes nonnales fusionados con células de una 

linea tumoral de hámster (obtenidos con PEG), se observó que la malignidad, el número de 

cromosomas y el ritmo de duplicación del tumor disminuyó notablemente con el tiempo, sin 

presentarse metástasis ni aHeraciones en la secreción de honnonas endocrinas 5lI. 

Empleando la electrofusión para obtener células hfbridas pancreáticas totales, se realizó el 

transplante de éstas en conejos diabéticos, presentándose una mejoña irregular en el cuadro 

dínico durante 5 meses, que progresó hacia los valores nonnales de glucemia, peso y otros 

parámetros en los siguientes meses hasta el ano y medio, sin manifestaciones aparentes de 

rechazo inmunológico. El área del injerto presentó cierta desorganización celular y algunas 

estructuras semejantes a islotes 41. 
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Autor Ano Tipo celular Organlsmo!s) Técnica Objetivo Referencias 

empleada 

Rehmann, el t992 mleloma KoH,lB5 humano electroluslón Hibrldomas productores de anticuerpos 47 

al y IInfocHo B monoc!onales 

Nishihlra, el al. 1979 células L de ratón fusión con virus Transplante de células hfbrida5 comparado con 52 

C3H1HE con Sendai inactivo un tratamiento Inmunosupresor común 

JLS-V9 de 

BALB/c 

Gonzélez, et al 1983 hepstodtos rata fusión con PEG Evaluación del transplante de células hepáticas 53,54 

hlbrldas para regeneradón hepétlca 

Pace, el al. 1980 islotes de rata electroporación Estudio de Intermediarios del metabolismo de la 55 

Langerhans célula a y la exocitosis de insulina 

Yassen, el al. 1982 islotes de rata eJectroporación Penneabilización de Iones '1 sacarosa al espacio 56 

Langemans extra celular dentro del Islote 

German. et al. 1993 Islotes de rata electroporación Estudio de Intermediarios en la secreclón de 57 

Langemans Insulina. 

Takakl, et al. 1984 células Insulares hámster fusión con PEG Establecimiento y caracterización de una linea 58 

normal y linea hfbrida secretora de glucagon e Insulina 

In-l 1 1-6TG 

tumoral 

McClenaghan, 1996 células insulares rata electrofusión caracterización de la producción y secreción de 59,60.6t 

el al. normales y linea Insulina, metabolismo y morfologfa de las lineas 

RINm5F tumoral BRIN·BG5, BRIN·BG7 Y BRIN·BOl 1 

Barrera, el al. 1997 células conejo electro fusión Parámetros óptimos de electrofusión para mayor 82 

pancreáticas rendimiento de heterodicariontes 

totales 

Tabla 2. Antecedentes de hibridación celular. 
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Especificamente para la manipulación de células pancreáticas con electroporación y 

elec:trofusión, los parámetros de referencia empleados en diversos trabajos presentan algunas 

diferencias entre si (tabla 3). En la electroporaclón de islotes completos, donde se estudiaron 

algunos mecanismos involucrados en la seaedón de insulina, las condiciones son similares entre 

si excepto en las soluciones amortiguadoras preparadas 5/5.58 • 

Para la obtenciOn de las lineas hlbridas BRIN-BG5 y BRIN-BG7. a partir de la eledrofusiOn 

de células B nonnales y RINmF5 tumorales de rata. el protocolo de elecirofusiOn empleado es el 

que generalmente se recomienda para células de mamlferos que midan de 10 a 20 J.lm de 

diámetro, sin embargo, no se reportan los rendimientos de dicha fusión en ténninos de productos 
obtenidos 51.59,ea,IU • 

Con células pancreáticas totales de conejo se han establecido detenninados parámetros. 

ajustados a las caracteóstlcas del equipo empleado en base a otros protocolos 62 (ver anexo). 

Cabe mencionar que el número de células empleadas para la fusiOn varlan entre estos 2 trabajos. 

de 1 x1 05 en el primero a 3x105 en el segundo. 

Rel 

55 

56 

59 

60 

61 

62 

Células empleadas Distancia entre 
Protocolo CAoRF CD 

eledrodos (cm) 

isJotes completos de 2.5 KV/cm - 1 

rata eledroporaciOn 5 pulsos 

250 ~seg 

islotes completos de 3.4 KV/cm - 1 

rata eledroporaciOn 5 pulsos 

200 ~seg 

islotes disgregados 1.5 KV/cm 1.5 KV/cm 1 

Y linea tumoral eledrofuslón 1 MHz 20 ~seg 

RINm5F de rata 50~seg 

paneraas total 10V/cm RMS 300 V/cm 0.5 

disgregada de eledrofuslón 0.5 MHz 1 mseg 

conejo t5-20seg 

Tabla 3_ Parimetros empleados en los dllerantes estudios de eleclroporaciOn y 

electrofusi6n con células del islote de Langemans. 
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Para cada tipo celular es necesario establecer las condiciones especificas de voltaje, 

tiempo y concentración para su óptima eledrofusión. Dichos parámetros han sido evaluados para 

células pancreáticas totales de conejo, sin embargo, estos resullados no se pueden extrapolar 

completamente hada los tipos celulares tan especializados que se presentan en los islotes de 

Langerhans, ya que cada población posee caracteñsticas propias y definidas, lo que también 

dificulta el cálculo matemático exacto de los requerimientos de tiempo y corriente eléctrica 

óptimos para cada estirpe t.47.48.61. 

Además, para los estudios realizados en conejo. la obtención de sus islotes pancreáticos 

por los métodos más empleados resulta muy difícil debido a sus caracteñsticas anatómicas e 

histológicas. En comparación con otros animales, la rata presenta la anatomia del páncreas más 

definida y sus islotes pueden obtenerse por muchas técnicas ya estandarizadas, lo que ha 

facilitado tos estudios más detallados sobre la morfologla y fisiologla de las células a. así como los 

modelos experimentales para la diabetes 13.63_64.S5.7i • 

Considerando 8 la eledrofusión como una herramienta para obtener recombinación 

genética. y con el antecedente de su aplicación en conejos diabéticos, en el presente trabajo se 

propone establecer los parámetros especlficos y óptimos de electrofuslón para células del islote de 

Langerhans. obtenidos estos de ratas Wistar. 
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111. OBJETIVO GENERAL. 

Establecer los parámetros necesarios para la óptima electrofusión de células de islotes de 

langemans entre si, obtenidas de ratas macho Wistar. 

IV. OBJETIVOS PARTICULARES. 

A). Obtener células de islotes de langerhans de rata, aisladas en cultivo primario y diferenciadas 

en dos grupos con marcaje intracelular de microesferas de látex. 

a). Evaluar el rendimiento de la eledrofusi6n de diferentes concentraciones celulares y tiempos de 

exposición a la radiofrecuencia, en base a los porcentajes obtenidos de cada producto de la 

eleclrofuslón y a su viabilidad lolal. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS. 

1. Animales. Se utilizaron 60 ratas macho Wistar, de peso entre 200 y 250 g, obtenidas del 

Bioterio de la U.N.A.M. Campus Iztscala y mantenidas con ingesta de agua y alimento ad libitum. 

2. Obtención de las células de los islotes de langerhans. Se emplearon 4 ratas en cada 

repetición a las cuales se les extrajo el páncreas por medio de la técnica de Lacy-Kostianovski. 

con modificaciones de Hiriart y Ramfrez-Medeles 8.1 ..... 67 ••• Las ratas se anestesiaron con 

pentobarbltal sódico intraperitoneai (60mgJKg) y se aMó el abdomen completamente bajo 

condiciones semi-estériles. Una vez localizado y ligado el condudo de Wirsung, se inyectó 10 mL 

de solución balanceada de sales de Hank (HBBS) a través del conducto pancreático principal para 

poder identificar mejor del tejido endocrino del páncreas y pode~o separar de la pon:ión acinar. El 

tejido se cortó en pequeftos trozos y se disgregó con colagenasa tipo IV (Worthington). 2.5 mg/mL, 

a 37·C durante 10 mino Los islotes se purificaron por centrifugación en un gradiente discontinuo de 

albúmina .. y se disgregaron con una solución de tripsina (2.5 mg/mL en HBBS) durante 10 

minutos. Seguido se determinó el número de células obtenidas y su viabilidad en un 

hemocitómetro empleando la técnica de exclusión de azul de tripano. 

3. Incubación y marcaje celular. las células insulares se separaron en dos grupos iguales; 

ambos se incubaron en tubos cónicos estériles durante 24 horas 8 37-C, en medio RPMI 1640 

(Sigma Co., con 5.958 gil de HEPES y 2 9 de bicarbonato de sodio), suplementado con 10% de 

SBF y 3% de solución preparada de antibióticos (Gibco BRl.): penicilina 200 ~g/mL, estreplomicina 

200 ~g/mL y anfotericina B 0.5 ~g/mL. Para lograr un man:aje celular en el citoplasma, a un grupo 

se le aftadió 5 ~UmL de solución de microesferas de látex (Sigma Co.) de 1.16 ~m de diámetro, y 

al otro, de 0.45 ~m. 

Después de la incubación, las células de cada grupo se lavaron para eliminar las 

microesferas del medio y se evaluó por hemocitometrfa y exclusión de azul de tripano el número 

de células viables con microesferas incluidas en su citoplasma. los 2 grupos marcados se 

ajustaron a una misma concentración celular para su eledrofusión: 2. 3 Y 4 xl05 célslml. en la 

siguiente solución amortiguadora: HEPES 16 mM, glutamato de potasio 100 mM, glutamato sódico 

40 mM, glucosa 5 mM, cloruro de magnesio 1 mM, EGTA 5 mM, BSA 3 mg/ml; pH de 7.4 a 

temperatura ambiente. osmolaridad 290 mOsmollKg y resistencia de 0.5 ohms 55. Las células de 

ambos grupos se mezclaron en proporción 1:1 vlv '1 se deposttaron 0.3 ml en la cámara de 

eled:rofusión. 
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4. Electrofusl6n. El equipo fue diseñado y construido en el Taller de Equipo y Laboratorio para la 

Enseñanza (TElE) de la U.N.A.M. campus Iztacala. las condiciones de electrofusión que se 

emplearon fueron (ver anexo): 

• Cámara de electrofusi6n de acrilico de 4 x 0.7 x 0.5 cm, con 2 electrodos de platino separados 

entre si 0.5 cm y conectados directamente a la interfase (figura 8) . 

• TIempos de exposición a la CA de 15 y 20 segundos, medido cronométricamente (cronómetro 

Gallet: O - 30 min., división 1 seg.). 

- Campo de RF de 0.5 MHz con salida sinusoidal y 10 V RMS de CA, pico a pico (generador 

Famell, modo 501-0.1-100 MHz) ". 

- Pulso único de 300 V de CD con decaimiento exponencial (fuente de poder TELE 0.0 • 50 

Amperes; O - 500 V de corriente directa), de 1 msag. 

- Imerfase de RF y vaHaje con capacitar y respuesta de 1 mseg, cons1ruida y modificada de 

acuerdo a especificaciones previas 70.7
1

• 

- Reestablecimlento de la RF durante 60 seg. para estabilizar las membranas fusionadas. 

5. Evaluaci6n del rendimiento. Inmediatamente después de la fusión se tomó una aUcuota para 

determinar en un hemocitómetro la viabilidad y la cantidad de las células sin fusionar, 

homocariontes, heterodicariontes y policariontes obtenidos, diferenciándolas al microscopio óptico 

por el tipo de microesferas presentes en el citoplasma y por el número de núcleos contenidos, 

usando nuevamente la exclusión de azul de tripano para verificar su viabilidad. 

6. Análisis de datos. Para determinar la significancia de los resultados (p<0.05) se realizó una 

prueba de homogeneidad para todos los datos y el análisis de varianza blfactorial, donde se 

evaluó el factor A definido como la concentración de células (2, 3 Y 4 xl0' célslmL), el factor B 

como el tiempo de exposición a RF (15 Y 20 seg) y la posible interacción entre ambos, para cada 

una de las variables de respuesta: células libres, homodicariontes, heterodicariontes, policariontes 

y viabilidad total. El análisis se realizó con el programa Statistica 4.1 para Windows 3.11. 
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GENERADOR FUENTE DE PODER 
CA CD 
RF 

OSCILOSCOPIO I + -
-, INTERFASE 

~ 

SWITCH >1 
RF-CA/CD + 

CAMARADE 
ELECTROFUSION -

Figura 8. Esquema del aparato para la electrofusión. La cámara de electrofusi6n recibe 

constantemente del generador la corriente alterna (CA) a cierta radiofrecuencia (RF); al 

cambiar e'''switch" de la interfase, se interrumpe durante 1 milisegundo con el pulso de 

corriente directa (CO) almacenada en el capacitor, restaurindose Inmediatamente la RF. 50 
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VI. RESULTADOS Y ANÁUSIS. 

La viabilidad de las células insulares después de ser disgregadas fue superior al 90% en 

promedio, manteniéndose asl durante la incubación para su marcaje con las microesferas de látex. 

Después de la eled.rofusión, la viabilidad de todos los productos celulares se situó arriba del 70% 

en promedio, sin diferencias significativas entre ellas a las diferentes concentraciones y tiempos 

empleados (tabla 4). Entre las células muertas. la mayoría se apreciaron como células libres o en 

pares que sólo se hablan unido pero cuya membrana estaba dai\ada. 

Concentración celular Tiempo de exposición a RF (se9) 

(céls/mL x 10°) 15 20 

2 73.78±18.5 72.69_.56 

3 75.98±18.34 72.6±18.6 

4 72.36%21.33 74.75±19.64 

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

exposición a la radiofrecuencia. 

La forma como se observaron las células al microscopio óptico se aprecia en la figura 9. 

Las células B pancreáticas se identifican por su núcleo definido, una fonna semi esférica y por 

pequei\as vesfculas (gránulos de insulina) en su citop1asma. las mlcroesferas de látex se 

diferenciaron por su refringencia y tamai\o relativo como pequenos puntos sin color. 

En las figuras 10, 11 Y 12 se presentan los porcentajes promedio de cada producto 

obtenido de la electrofusión, a las diferentes concentraciones celulares, en 15 y 20 seg de 

exposición. En general, se aprecia la disminución en su rendimiento a mayor tiempo de exposición 

a RF y el aumento en relación a la concentración celular. Cabe destacar que sólo el porcentaje de 

células policariontes aumentó de 7.4% con 15 seg de RF a 9.4% con 20 seg, en la concentración 

de 3xl00 célslmL. 

En los diferentes tiempos y concentraciones celulares evaluados, el número de células 

libres (no eledrofusionadas) obtenidas se incrementó en relación al tiempo de exposición a RF, 

siendo más notorio a la concentración de 2x105 célslmL (ftgura 13). También se observó una ligera 

disminución en su porcentaje relativo después de la eledrofusión confonne aumentó la 

concentración celular. 
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Con el anélisis de varianza no se detectaron diferencias estadfsticamente significativas 

(p>0.05) entre las distintas concentraciones, asf como tampoco se encontró alguna interacción 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 y 

heterodlcariontes, siendo el óptimo de 15 seg, donde los promedios fueron mayores al 10%. 

Al analizar cada concentración celular dentro del tiempo de 15 seg (figura 14), el mejor 

rendimiento de la electrofusión se observó a 3x105 célslmL, donde fue mayor el porcentaje de 

helerodicariontes obtenidos (14.72%) y menor el de policariontes (uno de productos no deseados), 

en relación a las otras concentraciones. 

La viabilidad lotal a la concentración de 3x105 céls/mL con 15 seg. de RF aplicada fue de 

75.96%, pero como me mencionó anteriormente, no existieron diferencias significativas con 

respecto a las demés ni tampoco una predominancia de mortalidad sobre algún tipo de producto 

de la electrofusión. 

• ~->~r:-~~ 
l ..•... ., . 
L..:.L-.:......._ "'. . __ '~ _.~>~l::!I~,¡'j 

Figura 9: Células insulares sin marc:aje, c:on marc:aje y un heterodic:arionte. Las 

mic:roesferas se diferenc:ian entre si por su refringenc:ia dentro del c:itoplasma y por su 

tamaf'lo relativo. 110 X 
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Figuras 10,11,12 Y 13. Porcentajes obtenidos de los diferentes productos de la 

electrofusi6n a dos tiempos de exposlci6n a RF. 15 Y 20 seg. 
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Figura 10. Com?3ración de rendimiento de homodicariontes a 2 tiempos de exposición a RF 
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Figura 11. Comparaci6n de rendimiento de helerodicariontes a 2 tiempos de exposición a RF 
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Figura 1'. Comparación de los rendimientos obtenidos de productos de la fusión. entre las 

tres concentraciones celulares a 15 seg de exposición a RF. 
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VII. DISCUSiÓN. 

1. Diferenciación entre homodicariontes y heterodicariontes. El aislamiento y marcaje de las 

células insulares de rata con microesferas de látex fue lo suficientemente satisfadorio para los 

objetivos de este trabajo. Durante la incubación de las células, las microesferas que fueron 

Introducidas al citoplasma no provocaron una disminución notable en la viabilidad. El periodo 

empleado de 24 horas fue el necesario para poder observar de 1 a 2 miaoesferas incluidas dentro 

de la mayorfa de las células viables. 

En trabajos similares. las células ha sido marcadas con la endocitosis de agar tenido 

previamente con diferentes colorantes. los cuales pueden resuttar tóxicos hasta cierto grado para 

las células una vez que el agar es asimilado completamenle. y por lo tanto. afedarlan 

diredamente a la viabilidad 02.72 • La citofluoromelria de flujo se presenta como la mejor opción 

para este tipo de estudios, ya que pennite el aislamiento exdusivo de las células de interés; en 

este caso, de las células B de los ~otes de Langerhans y posterionnente la separación de cada 

uno de los productos de la eleclrofusión dependiendo del número de núcleos presenles en el 

citoplasma 7S.70 • Sin embargo, el costo de los readivos y del equipo es muy elevado en 

comparación con los métodos anteriores y requiere del manejo cuidadoso debido a su sofisticación 
13,14 

Las microesferas de latex han sido empleadas principalmente en estudios de flujo 

sangulneo entre los islotes de Langerhans, y para el aislamiento y purificación de éstos, resultando 

una buena opción, inerte a las funciones normales de las células secretoras 11.78 • 

2. Rangos de fusión celular. En el presente trabajo, la eledrofusión demostró ser una técnica 

aceptable para obtener células hibridas viables en un corto tiempo y con relativa facilidad como se 

ha reportado anteriormente (7.50.51,82 • En algunas pruebas de viabilidad se ObseNÓ, en una 

pequena proporción relativa, la fusión de células vivas con muertas y la presencia de restos 

celulares. los cuales podrfan deberse a la manipulación mecánica al momento de mezclar los 

grupos celulares para su fusión. 

Durante la fase de estandarización de las técnicas se realizó solo una obseNación 

general. empleando para la electrofusión concentraciones celulares de 1. 2. 3 Y 4 x105 céls/mL con 

10, 15.20 Y 25 seg de exposición a RF, de donde se delimitaron los rangos para cada variable en 

base a los mayores rendimientos obtenidos de células heterodicarionles. 
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En todas las concentraciones probadas a 10 seg de RF. los rendimientos fueron inferiores 

a los obtenidos a 15, sin embargo, de acuerdo con los resuIIados observados en este trabajo, 

resultaña conveniente realizar otras repeticiones y variar la concentración celular en función al 

tiempo. 

Para un óptimo rendimiento de células heterodicarionles, obtenidas a partir de células 

insulares de rata eledrofusionadas, el tiempo de exposición a la RF de 1 S seg fue 

estadisticamente más determinante que la concentración celular, aunque los mayores porcentajes 

fueron obtenidos cuando se emplearon 3x10s célslmL Estos resultados concuerdan con lo 

observado en la eledrofusión de células pancreáticas totales de conejo, donde la concentración 

celular de 3x105 fue significativa 41 • 

Cabe resattar aqui la especifidad del presente trabajo con respecto a su antecedente. 

donde se emplea un modelo animal mejor estudiado y con carad.eñsticas más afines a la diabetes 

mellitus humana 1t . La eled.rofusión de células panaeáticas exdusivamente endócrinas (75% de 

ellas células B), es mis aceptable que si se mezclan con aquellas provenientes del tejido acinar, 

ya que las propiedades eléctricas en sus membranas son diferentes '. Además, la solución 

amortiguadora empleada por Pace para la eledroporación de islotes, proporciona la osmolaridad y 

resistencia adecuada que no presenta la solución HBSS 55 • 

Al comparar los resultados obtenidos con otros estudios de eledroporación y eledrofusión 

con células del islote de Langemans, algunos de los parámetros elédricos empleados son 

similares entre si; sin embargo, otros difieren debido a que: 

• la distancia entre los eledrados empleada fue menor (O.S an, generalmente es de 1 cm), que 

junto con la resistencia de la interfase implica disminuir el voltaje de las corrientes eléctricas y 

aumentar el tiempo de exposición 51.55, 55. 58 . 

• la dieledroforesis se realizó principalmente con CA de atta radiofrecuencia y de voltaje 

moderado para permilir (preferencialmente) el acercamiento de las células en pares. 

Si se alterara cualquiera de los parámetros establecidos en el presente trabajo. las 

cadenas o "rosaóos" de células que se fonnan en la dielectroforesis tendeóan a ser más largas y 

podrfa Incrementarse el número de células fusionadas entre si, produciendO policariontes. O bien, 

si la Intensidad de las corrientes elédricas o la exposición de las células a estas aumentan. podrfa 

exceder el Ifmite para la apertura de microporos en las membranas y provocar su rompimiento 

Irreversible o.n.51 . Por esta razón se podrfa explicar el potque la cantidad de policariontes no 

aumento en relación al tiempo. 
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Se empleó la soludón amortiguadora senatada por Pace (1981) para electroporadón de 

Islotes, ya que ofrece al medio externo de la célula la conductividad y resistenda adecuadas al 

flujo de cargas, considerando el tiempo de exposidón al voltaje y a la RF de la CA para la 

dieledrororesis, asf como la resistencia dada por la interfase 55 • Para futuros trabajos, podrfa ser 

interesante evaluar los rendimientos de eledrofusión variando las soluciones amortiguadoras, 

considerando los estudios previos de elec::lroporación de islotes y obtención de lineas híbridas, 

ademAs de las caraderfsticas despolarizantes de la membrana de la célula B, que son un evento 

determinante para la secreción de insulina <I.1S.56.61. 

3. Rendimiento de eledrofuslón. En los trabajos de MCClenaghan donde se eledrofusionan 

especfficamente células Insulares normales con tumorales (1996) no se reporta el rendimiento en 

términos de cantidad de productos obtenidos, sino en la restauración de la función secretora y la 

proliferación de la Unea hfbrida estabtecida !59.1!O.11 • COnsiderando a la baja concentración celular 

empleada (lxl0'célslmL), es poco probable que se obtuviesen células policariontes. Además, sus 

resubados de hibridación y recambinación genélica de la linea hibrida BRIN reneja directamente 

un aceptable rendimiento de células heterodicariontes. 

En la eledrofusión de células insulares de rata, el mejor rendimiento obtenido de células 

heterodicariontes fue de 14.72% COn una viabilidad superior al 70%. Este resunado es muy similar 

al observado en el establecimiento de los parámetros para células pancreáticas totales de conejo, 

pero en este, la viabilidad fue mayor. Esta diferencia podóa deberse a la presencia y 

características de las células acinares y otros tipos, además de las diferencias propias entre 

especies animales. 

Cabe recordar que la finalidad del establecimiento de estos parámetros de eled.rofusión es 

para lograr la máxima obtención de células hfbridas productoras de insulina. Al obtener mayor 

cantidad de células heterodicariontes, siendo de orfgenes diferentes, aumentan las probabilidades 

de obtener diferentes combinaciones de material genético. En su aplicación para pacientes con 

diabetes meUitus, de fusionarse células B donadas con una muestra celular del receptor enfermo, 

la expresión genética ideal de las células hlbridas seria la conservación de la capacidad de 

producción, regulación y secreción de Insulina, al mismo tiempo de presentar las caraderisticas 

inmunológicas de hlstocompatibilidad que eviten el redlazo de las células al injertarse. La 

combinación hibrida de genotipos y fenotipos puede observarse en células heterodicariontes 

fusionadas donde no predomina la carga genéUca de alguno de los progenHores por la cantidad de 

núcleos presentes, sin embargo, es nece .. ~o profundizar en el estudio de dichos hibridos. 
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VIII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. 

En el presente trabajo se estableció que: 

1.- Con el fin de obtener rendimientos óptimos de células heterodicariontes híbridas de células B 

pancreáticas, las condiciones de eledrofusi6n para células del islote de Langerhans de rata wistar 

deben ser. 

- Concentraciones celulares de ambos orfgenes a fusionar ajustadas a 3xl0s célslml, en relación 

1: 1 vlv, en solución amortiguadora preparada según las especificaciones de Pace (1981). 

- Tiempo de exposición de 15 segundos a radiofrecuencia de 0.5 Mhz con salida sinusoidal y 10 

voltios RMS de coniente alterna, y pulso de corriente dired.a con salida de 300 voltios y 

decaimiento exponencial durante 1 milisegundo, en cámara de electrofusión de acrílico con 

electrodos de platina separadas 0.5 cm. 

2.- Bajo las condiciones experimentales antes mencionadas, se obtiene un rendimiento de células 

helerodicarianles hlbridas del 14.72% can 75% de viabilidad. 

3.- El marcaje de células insulares pancreáticas por endocitosis de microesferas de látex bajo 

condiciones de cultivo resulta una opción sencilla)' prádica para la evaluación de los rendimientos 

de productos obtenidos de la electrofusi6n. 

Estos parámetros padrian evaluarse en relación al cambio de vaHaje. a las soluciones 

amortiguadoras empleadas, y al gradO de pureza, viabilidad y origen de las muestras celulares. 

Asi como en los trabajos previos de eleclrofusión para el establecimiento de la Unea 

celular híbrida BRIN, es necesario desarrollar la separación de dichas células B heterodicariontes. 

la selección de los hfbridos y caracterizar la produció" y secreción de insulina; la conservación. 

eliminación o recombinación de genes y cromosomas; la presencia y propiedades de los 

complejos de histocompatiblidad membranales y su viabilidad en condiciones fisiológicas, para 

finalmente evaluar su posible transplante en sujetos diabéticos. 
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IX. ANEXO. 

La etectrofusión de células se puede lograr induciendo de manera controlada, el estrecho 

acercamiento de las membranas plasmáticas en un campo eléctrico homogéneo. y la unión de 

pares o multiples células se obtiene al aplicar uno varios pulsos de atta intensidad en breve 

tiempo. Esto es el resultado de los fenómenos de dielectroforesis y electroporaclón a los que se 

expone la célula ante un campo eléctrico. 

El primer fenómeno de la dielectroforesls 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 A'f' se establece como la diferencia de cargas entre el interior y el 

exterior de la membrana de una célula. idealmente esférica, con un radio a, expuesta a un campo 

eléctrico unifonne Eo: 

Donde 

"'1'= 1.SfaEo cosll[l .. xp(·tl<)] 

~faCm (r¡ + rJ2) 

1=11(1 + aG •. (r, + rol) 

t es el tiempo de exposición al campo eléctrico 

Cm es la capacitancia de la membrana por unidad de área. En células de mamifero, la 

capacitancia es de 1pF/cm2
• 

r¡ y r. son las resistencias especificas de los medios ¡ntra y extra celulares 

Gm es la conductancia de la membrana por unidad de érea, considerada como unlfonne. Este 

valor por lo general es tán pequeño que f=1. 

En el caso de las células insulares pancreáticas de rata, los diámetros celulares varian desde 8 

hasta lS ~m. 

Un IJ. "P óptimo para lograr la completa polarización de la membrana debe ser 

aproximadamente de 0.75 a 1 V en una célula esférica, lo que implica un rango de intensidad de 

corriente entre 100 y 400 Vlcm. SI se consideran los ángulos de O· y 180· donde la comente es 

perpendicular a la membrana. la IJ.'I' resuRa mayor, induciento la mayor separación de cargas a 

través de la membrana. ya que ésta funciona entonces como capacitar separando los iones y 

creando una polarización de la célula. Se establece entonces una fuerza de dielectroforesis F 

delenninada por un gradiente de comente extema unifonne E. por las caracteristicas combinadas 

de la eétula polarizada y la conductividad que tenga el medio B: 

F= (2.a')(B)"Eo' 
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Esta fuerza de acercamiento entre las células permite un contacto muy cercano en 

cuestión de unos segundos de exposición. Dicho tiempo tiene una relación direda con la distancia 

que existe entre los electrodos, la intensidad del campo eléctrico y la amplitud o frecuencia del 

pulso de aplicación. las soluciones con baja cantidad de iones permiten una baja conductividad de 

la comente, y por lo tanto, una alta resistencia, la cual puede ser calculada como: 

Resistencia (ohms)= resistividad (ohm/cm) x longuitud de la cámara (cm) por área (cm') 

La mayoría de los medios o saludanes empleadas en los protocolos de electrofusión 

poseen una conductividad de 50 a 150 ~S/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 5 y 

20 seg .. dependiendo del voltaje. Con estas caracteríasticas, el medio no solo favorece la 

formación de dipolos y la dielectroforesis de las células. sino también reduce considerabJemente el 

calentamiento por la comente y el daño celular. 

Para aplicar la corriente de alta intensidad que induzca a la fusión de las membranas. 

también debe considerarse las características de la cámara de electrofusión. Considerando una 

distancia entre los electrodos de 0.5 cm., y un pulso de CD con decaimiento exponencial. puede 

aplicarse la relación de voltaje y tiempo que se expresa en la figura 15. 
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Figura 15. Relación de tiempo de duración y voltaje de CD descargado de un capacitor. 
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La generación de un pulso de alto voltaje se logra con un capacitar que almacene el 

voltaje de una fuente de poder y que 10 -descargue- de manera gradual o exponencial. La cantidad 

de electrones por volt que puede retener un capacitar se denomina Faradio. la membrana celular 

también puede funcionar como un capacitor, 5ep'arando cargas. 

Para el presente trabajo, cabe destacar las carácteósticas propias que poseen las células 

productoras de insulina. La célula B pancreática presenta actividad eléctrica en su membrana 

gracias a los canales iónicos presentes en ella. En estado de reposo, la 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 estimula, como puede ser la presencia de glucosa. ocurre una lenta 

apertura de tos canales membranales y, consecuentemente, una despolarización de la célula que 

culmina con la activación de los mecanismos de seaeción de insulina. 

Se ha determinado una relación directa entre la despolarización de la célula y la exocitosis 

de los gránulos de insulina. La función de capacitor de la membrana para la polarización de la 

célula R, la fusión de vesículas con la membrana plasmática y su foona tridimencional en solución 

seml-esférica son elementos que dificultan la deteonínación exacta de lOS parámetros adecuados 

y que podrfan variar las predicciones de un cálculo matemático teórico para considerar el tiempo y 

la intensidad de las corrientes eléctricas. 
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