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Trasplante de pdncreas fetal en asa de yeyino
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Trasplante de pdncreas fetal en asa de yeyuno

RESUMEN

Objetivo, Determinar la viabilidad de tejido fetal pancreatico implantado en un asa de
yeyuno en ratas diabéticas.

Disefio. Estudio experimental, prospectivo, longitudinal.

Lugar. Hospital de Pediatria, CMN SXXI, IMSS.

Pacientes. Se estudiaron 8 ratas diabéticas manejadas con pancreas fetal implantado en
yeyuno mas insulina (Grupo 1) y 6 ratas diabéticas manejadas sélo con insulina (Grupo 11).
Mediciones. Las variables estudiadas fueron: dosis de ihsulina por kilo de peso por dia
necesarias para mantener normogliucemia y caracteristicas histologicas del pancreas fetal
trasplantado.

Resultados. Los niveles de glucosa promedio al inicio del estudio fueron en el grupo | de
325 mg y en el grupo Il de 320 mg. La dosis promedio de insulina con la cual se logré
normoglucemia a los 7 dias posterior al trasplante fue 9.8 Ul/kg/dia para el grupo
experimental y de 11.3 para el grupo conirol (p= 0.007), la tendencia a la baja de
requerimientos de insulina para el grupo experimental se mantuvo a lo largo del estudio.

A los 28 dias el requerimiento promedio de insulina en el grupo experimental fue de 7.8
Ul/kg/dia y en el control de 10.3 (p= 0.003).

En el analisis histopatologico en 4 ratas del grupo experimental se encontrd presencia de
tejido pancreatico tanto endocrino como exocrino en serosa y pared intestinal. En las otras 4
ratas del grupo se encontro inflamacién cronica intensa.

Conclusiones. La tasa de éxito fue de 50% al observarse diferenciacion celular del
pancreas fetal y disminucion en los requerimientos de insulina necesarios para mantener
normoglucemia, lo que traduce viabilidad, y funcidon endocrina del pancreas fetal

trasplantado.
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Trasplante de pancreas fetal en asq de yeyuno

ANTECEDENTES

La Diabetes mellitas es una de las endocrinopatias mas comunes, constituyendo un
problema de salud por su elevada frecuencia, cronicidad, efectos y secuelas en diversos
organos y sistemas. Representa la cuarta causa de muerte por enfermedad en los paises
occidentales ', Existen dos formas principales de enfermedad, la insulino-dependiente y la no
insulino-dependiente #°. .

La diabetes mellitus insulino dependiente es el resultado de autoinmunidad crénica contra las
células beta de! pancreas y ocurre principalmente en jovenes genéticamente predispuestos
 Existe un proceso en el cual las citocinas pueden estar involucradas mediando la
disfuncién y la destruccidon de células beta pancreaticas. El resultado final de esta
autoinmunidad es un déficit absoluto de insulina. La incidencia de la diabetes
insulinodependiente en México es de 1.24/100 D00 habitantes/ afic "°, En Estados Unidos la
diabetes insulinodependiente afecta del 0.3 al 0.4% de la poblacion total ° y existe evidencia
del aumento de su incidencia en varios paises '™, La diabetes mellitus se asocia con el
desarrollo de complicaciones croénicas como nefropatia, retinopatia y neuropatia; con
condicicnes clinicas debilitantes, de severidad progresiva, como la insuficiencia renal
terminal, la ateroesclerosis, la hipertension arterial, los accidentes cerebro vasculares y la
ceguera, que deterioran la calidad de vida del paciente y lo llevan finalmente a la muerte.

A pesar de la disponibilidad de varios tipos de insulina y la implementaciéon de regimenes
cada dia mejor estudiados, la terapia sustitutiva con insulina exégena es todavia imperfecta y
no ha sido efectiva para prevenir las complicaciones crénicas de la diabetes *°, a menos que
se logre un prolongado y estricto control, algo que rara vez puede manienerse,

Ademas, en la actualidad, ningtin régimen de administracion exégena de insulina (incluyendo
las dosis multiples o fa administracion con bombas de infusién con control de la glucemia )
pueden reproducir el control fisiologico de la glucosa.

El trasplante de células funcionales de los islotes, como injerto de pancreas vascularizado o
como injerto de islotes, ha sido practicado desde 1966 con la intencion de restaurar el
metabolismo normal de la glucosa. Sin embargo, la sobrevida al afio de los injertos (valorada
como la ausencia de dependencia de insulina exégena) observada es de un 54% de acuerdo
con el registro internacional de trasplantes pancreéticos, lo que esta por debajo del 70 a 80%
de la observada en los trasplantes de corazén y rifién de donadores cadavéricos.

El trasplante de pancreas, y especificamente de pancreas de tipo fetal, no solamente puede
ofrecer una alternativa de tratamiento de las formas clinicas de diabetes; también puede
disminuir la incidencia de complicaciones cronicas, restaurando la secrecion enddgena de
insulina.
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Trasplante de pincreas fetal en asa de yeyuno

Desde hace algunos afos el trasplante de pancreas fetal a demostrado ser eficaz en la

Y
, aungue

remision de la diabetes insulino dependiente en una variedad de modelos animales & %

existen también reportes de series usando pancreas fetal humano en animales **%
la reactivacion de la enfermedad posterior al transplante subcutaneo de pancreas humano
fetal también se ha informado *. Sin embargo, se espera en un futuro cercano que el
transplante de tejido fetal pancreatico sea una modalidad real de tratamiento.

La principal ventaja que se ha documentado en el trasplante de pancreas fetal es de que se
trata de un tejido rico en su capacidad de produccién de insulina *, ademas cuando el tejido
pancreatico fetal es trasplantado, ocurre atrofia de las células de secrecion exocrina y las
células epiteliales de los conductos presentan mitosis y formacién de nuevos islotes de
células de Langerhans sufriendo asi una diferenciacion endocrina selectiva ' . Esta
capacidad piuripotencial de generacion del tejido fetal ha sido un abordaje atractivo en el
tratamiento de la diabetes mellitus insulino dependiente.

Se ha planteado también otros aspectos a considerar como positivos dentro del trasplante de
pancreas fetal, refiriéndose disponibilidad de tejido, capacidad de viabilidad después de su
preservacion, menor inmunogenicidad con relacién al tejido adulto y que las técnicas
empleadas en los modelos existentes carecen de los problemas técnicos asociados con los
demas érganos susceptibles de trasplantarse

Existen también problemas éticos actualmente cuestionhables pero en constante debate
sobre el uso de tejido fetal para transplante, las cuales no pueden ser ignorados.

Siendo documentada ya la efectividad del tejido fetal pancreatico en el control de la diabetes
mellitus insulino dependiente, la blsqueda del conocimiento se enfocd a identificar el sitio
ideal de localizacion del tejido trasplantado. Se consideran algunos requerimientos para el
sitio de pancreas trasplantado, el cual debe ser quirlirgicamente accesible, no debe interferir
con la funcién normal del cuerpo, ser un lugar donde el material pueda ser removido,
accesible a toma de biopsia, el sitio debe permitir el establecimiento de un contacto vascular
adecuado, con un drenaje bueno a la circulacién portal, y lo mas importante, gue el medio en
el que se encuentre le permita una diferenciacion celular adecuada posterior al transplante
que le convierta en tejido metabolitamente funcional.

Los sitios de implantacion de tejido pancreatico reportados en los diversos modelos animales
existentes han sido bajo la capsula renal, en tejido celular subcutaneo y mas recientemente
islotes pancreaticos en la vena porta directamente, para su posterior implante hepéatico %3¢,
Los informes iniciales de modelos en ratones reportados por Brown, Clarck y Mullen © toman
pancreas de fetos de 16 a17 dias de edad, implantados en su volumen total bajo la capsula

renal de ratones adultos previamente inducidos farmacolégicamente con estreptozotocina
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Trasplante de pincreas fetal en asa de yeyuno

intfravenosa para provocarles un estado insulinodependiente, con una tasa de éxito de 64%
en la desaparicion del estado diabético, encontrandose a los 42 dias tejido multilobulado en
el sitio subcapsular renal, con vascularidad y células de Langerhans con conductos
funcionales dentro de un estroma fibroso.

McEvoy, Orion y Hegre * estudiaron la histologia de tejido pancreatico fetal frasplantado en
un modelo en ratas a nivel subcapsular renal, encontrando mediante uso de técnica
morfométrica un incremento en el contenido de insulina de células beta del pancreas fetal
trasplantado con el uso inmediato de insulina posterior al procedimiento. Mostraron en sus
estudios el predominio de células beta en tejido fetal después de ser trasplantado
intraperitoneal, presentando este tejido ademas células productoras de insulina, glucagon,
somatostatina y polipéptidos pancreaticos.

Estudios previos realizados por los mismos autores mostraron la sobrevida selectiva de la
porcion endocrina de pancreas fetal de 18 dias de edad gestacional, con un gran potencial
de crecimiento in vitro. Ellos realizan el trasplante fetal sin segmentacion previa, calculando
un peso seco por cada pancreas fetal de 18 dias de 1mg.

En un segundo grupo experimental de Mullen, Clarck, Moinar y Brown "7

con ratohes,
también implantan pancreas fetal de ratén de 16 dias por debajo de la capsula renal y 7
semanas después realizan un segundo trasplante del bloque renal con tejido pancreatico a
un segundo grupo de ratones diabéticos inducidos farmacoloégicamente, de los cuales
obtiene remision parcial de la enfermedad en siete de ocho y remisién total solo en un caso,
atribuyendo la falla a un estado de hiperestimulacién de secrecién de insulina por un estado
de hiperglucemia en el periodo temprano del transplante, lo cual impediria un crecimiento y
maduracién adecuado de las células beta fetales.

A principios de la década de los noventa, Tuch * trasplanta pancreas fetal humano tomado
entre las 14 a 20 semanas de gestacién de productos abortados por causas terapéuticas y
los implanta por debajo de la capsula renal de ratones hiperglucémicos inmunocompetentes,
el volumen de tejido empleado es de 2.6 a 49 mg, el tiempo minimo de correccion de la
diabetes de los ratones fue de 28 dias, reportando un éxito en remision con normoglucemias
de un 100%.

¥ reportan también un éxito similar al trasplantar tejido

Lui, Federlin y colaboradores
pancreatico fetal de cerdos a ratones diabéticos farmacoldgicos, eligiendo también la capsula
renal como sitio de trasplante con tiempo de resoluciéon promedio de 74 dias. Hullett y

colaboradores *° tuvieron 100% de éxito al colocar pancreas humano fetal en el espacio
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Trasplante de pincreas fetal en asa de yeyuno

subcapsular renal de ratones, con obtencion de normoglucemia entre las 8 y las 10 semanas

posteriores al fraspiante.

Adams * utiliza el espacio intramuscular para implantar pancreas de fetos de ratas de 20 a
21 dias de vida a ratones diabéticos farmacolégicos, sin embargo el lecho sobre el que se
implanta el tejido es localmente tratado con factor de crecimiento de insulina humano
recombinado, con ello la tasa de éxito reportada es de un 100%, sin embargo el éxito es
transitorio, y al usar en el procedimiento el factor de crecimiento de insulina humano el costo
se incrementa sustancialmente.

El trasplante de islotes pancreaticos, no fetales, introducidos directamente en la vena porta,
para su posterior implante hepatico también se encuentra reportado. Scharp ** informa de
una serie de nueve pacientes diabéticos insulinodependientes que requirieron trasplante
renal y gue ademas recibieron 13916 + 556 islotes pancreaticos por kilo de peso, este grupo
requirié inmunosupresion propia para el injerto renal con prednisona, azatioprina y
ciclosporina, a pesar de ello, se logrd la insulino independencia de los pacientes a los 154
dias postrasplante. Sin embargo ain hay problemas asociados a este procedimiento
terapéutico, entre los que se encuentran disponibilidad insuficiente de érganos, optimizacion
de métodos de aislamiento y purificacién para obtener un nimero suficiente de islotes
funcionalmente utiles que al implantarse produzcan insulino independencia proiongada e
induccién de tolerancia inmunoldgica, entre ofros.

No existen reportes en la literatura sobre el uso de tejido fetal pancreatico que presente
como sitio de transplante un asa intestinal. (yeyunal) En el presente estudio se uso este sitio
anatoémico para el trasplante de tejido fetal pancreatico. Consideramos realizar el estudio de
un asa intestinal como reservorio porgue en teoria cumple con la mayoria de los requisitos
considerados como sitio ideal de reservorio, es accesible quirtrgicamente, no hay
interferencia con el funcionamiento general de los demas sistemas, ya gue se conoce que
mas del 50% de tejido pancreatico accesorio y heterotdpico en humanos se encuentra en
estbmago, duodeno © yeyuno, en la mayoria de ellos son pequefios y cursan sin
manifestaciones clinicas®. El tejido trasplantado ahi puede ser removido y se pueden
obtener biopsias, y lo principal a considerar es que esta en un lugar ricamente vascularizado
y con inmejorable contacto con el sistema venoso porta. Agregado a ello, al contar con un
drenaje directo a la luz intestinal de las secreciones exocrinas, disminuyen con ello la accion
de autodestruccidon que las enzimas exocrinas pudieran tener sobre el injerto, aumentando
con ello la sobrevida del tejido trasplantado. Ademas el yeyuno es, dentro del total del

intestino, un segmento relativamente menos colonizado bacteriolégicamente. Queda por
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Trasplante de pincreas fetal en asa de yeyuno

investigar, y fue el objetivo de este modelo experimental, el grado de funcion y diferenciacion
adquirido por el tejido fetal implantado, ya que el intestino es un sitio de activacion de

hormonas del pancreas exocrino.
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Trasplante de pincreas fetal en asa de yeyuno

JUSTIFICACION

No existe un sitio que cumpla en su totalidad con las caracteristicas 6ptimas como reservorio
de pancreas fetal, los requerimientos a cumplir serian: ser un sitio quirdrgicamente accesible,
no interferir con la funcién normal del cuerpo, permitir la extraccion ulterior en caso necesario
del tejido implantado, tener accesibilidad a la toma de biopsia, el sitic debe permitir el
establecimiento de un contacto vascular adecuado, con un drenaje bueno a la circulacién
portal, que el medio en el que se encuentre le permita una diferenciacion celular adecuada
posterior al trasplante que le convierta al tejido metabolitamente funcional. Lograr lo anterior
permite restaurar la secrecién enddgena de insulina y con ello ei tratamiento de la diabetes
mellitus insulino dependiente. Por ello resulta de utilidad la bUsqueda de alternativas en el
sitio ideal para reservorio de pancreas fetal.
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Trasplante de pdncreas fetal en asa de yeyuno

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus en un problema de salud mundial, provoca deterioro en la calidad de
vida del paciente, complicaciones cronicas y finalmente la muerte. La terapia sustitutiva
exogena es todavia imperfecta y no ha sido efectiva en Ia prevencion de complicaciones
crénicas. El trasplante de pancreas fetal al restaurar la secrecion endégena de insulina,
ofrece una alternativa en el tratamiento y en la disminucién de la incidencia de
complicaciones cronicas. Existen varios sitios utilizados como reservorios del tejido fetal
pancreatico trasplantado, ninguno de ellos totalmente satisfactorio.

Por tanto nos planteamos la siguiente pregunta:

1. ¢la utilizacién de un asa de yeyuno como reservorio de pancreas fetal es un sitio

adecuado para la adaptacion del tejido pancreatico que le permita viabilidad, diferenciacion y
funcién endocrina exitosa en ratas diabéticas inducidas farmacoldgicamente?
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Trasplante de pdncreas fetal en asa de yeyurno

HIPOTESIS

El tejido fetal pancreatico implantado en un asa de yeyuno presenta viabilidad, diferenciacion
y funcién endocrina adecuada en 60% de las ratas con diabetes mellitus inducida

farmacolégicamente.
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Trasplante de pdncreas fetal en asa de yeyuno

OBJETIVOS
General;

Determinar la viabilidad de tejido fetal pancreatico implantade en un asa de yeyuno en un

modelo experimental en ratas diabéticas.

Especificos:

1.- Determinar fas caracteristicas microscopicas de tejido fetal pancreatico implantado en un
asa de yeyuno en ratas con diabetes melflitus inducida con estreptozotocina manejadas con

insulina exégena.

2.- Determinar los niveles séricos de glucosa en ratas con diabetes mellitus inducida con
estreptozotocina manejadas con insulina exégena y con insulina exégena mas trasplante de

pancreas fetal en un asa de yeyuno,
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Trasplante de pincreas fetal en asa de yeyuno

MATERIAL Y METODOS

Lugar de realizacion. El estudio se realizd en el bioterio del Departamenio de Cirugia
Experimental y en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Diseho. Experimental, prospective, longitudinal,

Grupos de estudio:

Grupo experimental (Grupo |). Ratas diabéticas manejadas con insulina exégena ademas
de trasplante de pancreas fetal.

Grupo control (Grupo il). Ratas diabéticas manejadas sdlo con insulina exégena.

Criterios de seleccidon de la muestra

Criterios de inclusidn

1. Ratas macho de la raza Sprague Dawley.
2. De cuatro meses de edad.
3. Pesoentre 230y 250 g.
4. Ratas sanas.
Criterios de exclusion

1. Ratas que adquirieron o desarrollaron alguna enfermedad no inherente con el
estudio.
Criteriog de no inclusion

1. Ratas en las cuales no se logré estado hipergiucemico a pesar de la aplicacion de
estreptozotocina intravenosa.

Tamafo de muestira

Se estudiaron 16 ratas macho de la raza Sprague Dawley, 10 en el grupo experimental y 6

en el grupo control.
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Trasplante de pdncrens fetal en gsa de yeyuno

Variables
Definicion operativa de variables

Variable independiente:
Trasplante de pancreas fetal en asa de veyuno en ratas diabéficas.

Es la colocacion de tejido fetal pancredtico en un asa ciega de yeyuno en ratas diabéticas
inducidas farmacologicamente con estreptozotocina.

Escala de medicién. Nominal

Variable dependiente
Viabilidad del tejido pancreatico.

Se considero viable el tejido si existian cambios histoldgicos que indicaran adaptacion
fisiologica celular, como hipertrofia o hiperplasia celular. Asi como presencia de tejido
pancreatico tanto exoécrino como endocrine en el examen histolégico con tinciones
especiales de cromogranina, ( especificas para tejido neuroendocrino) e insulina ( especifica
para células productoras de insulina ).

Hipertrofia se define como un aumento en el tamafio de las células de un tejido. Hiperplasia
es un aumento en el numero de células de un tejido.

Escala de medicion. Nominal

Funcién endocrina.

Se define como la capacidad del tejide de mantener su secrecion endocrina. Se considero
presente si existié control de los niveles de glucosa en sangre < 140mg/dl determinados
mediante tiras reactivas (medido con glucémetro), y necesidad de menores dosis de insulina
NPH subcutanea por kilogramo de peso por dia.

Escala de medicion. Razén.
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Trasplante de pancreas fetal en asa de yeyuno

Descripcion general del estudio.

A las dieciséis ratas se les administrd por via intraperitoneal estreptozotocina a dosis de 75
mg por kilogramo de peso por dia por 3 dias para lograr un estado diabético. Los animales
se consideraron diabéticos si los niveles de glucosa en sangre fueron = 300mg/dl en ayuno.
Se formaron dos grupos de ratas. El grupo | (experimental) estuvo formado por diez ratas
diabéticas manejadas con insulina NPH subcutanea a 10 unidades por kilo al dia mas
pancreas fetal implantado en asa ciega de yeyuno. El grupo I (control) formado por seis
ratas diabéticas con manejo exclusivo con insulina NPH subcutanea a 10 unidades por kilo al
dia.

Se implantaron dos pancreas fetales en cada una de las ratas del grupo experimental, por
considerar que con esta cantidad el volumen de tejido pancredtico implantado tendria
mejores oportunidades de sobrevida, de acuerdo a modelos experimentales revisados en la
literatura. El pancreas se obtuvo de embriones de rata Sprague Dawley de 18 dias de edad
gestacional.

Se considerd dia cero de edad gestacional el dia de la copulacion de las ratas,
confirmandose el embarazo mediante la palpacion del producto.

A las ratas embarazadas se les realizd, bajo anestesia general, abordaje en la linea media y
se extrajo el tejido fetal en el momento previo a la aplicacion del tejido a las ratas del grupo
experimental. La imagen 1 muestra un feto de 18 dias en su bolsa amidtica. Ademas se
enviaron muestras (dos pancreas fetales) para su examen por el patélogo del equipo de
trabajo.

La extraccién se realiz6 bajo anestesia intramuscular con ketamina 70mg/kg, con previo
protocolo de asepsia y antisepsia, apertura de piel y planos hasta cavidad abdominal,
identificacién de los productos, corte transversal en el abdomen fetal, (Imagen 2)
identificacién con microscopio de tejido pancredtico fetal, el cual se encontrd en adyacencia
del estémago fetal (Imagen 3). Se extrajo y se colocd inmediatamente en un asa de yeyuno
preparada ya previamente.

El procedimiento de trasplante se realizd bajo las siguientes caracteristicas. Tres dias
después del inicio del esquema de estreptozotocina intraperitoneal. Se dejo a la rata en
ayuno 6 horas previas a la realizacioén del procedimiento quirlrgico, por considerarse este el
tiempo necesario para vaciamiento intestinal de las ratas, Se administré una dosis de
amikacina (7.5mg/kg/ peso) IM 12 horas antes del procedimiento. El acto quirdrgico se llevd
a cabo bajo anestesia intramuscular con ketamina a dosis de 70mg/ kg de peso, lo cual
proporciono un tiempo de anestesia de 50 minutos, Se realizo fijacion mecanica de la rata,
(Imagen 4, A) protocolo de asepsia y antisepsia, lavado de regién abdominal, colocacion de

15 Sénchez/Franco/Ramsn/Gareia



Trasplante de pincreas fetal en asa de yeyuno

campos estériles, incisidén por abordaje por linea media ( Figura 4, B ) por planos hasta
cavidad abdominal, localizacién del estomago y su unién con el intestino delgado, (imagen 5)
y a 20 centimetros de la misma (regién considerada como yeyuno en esta cepa de ratas),
corte del asa. (Imagen 6) El asa intestinal distal se irrigd con solucion fisiologica tibia
conteniendo un gramo de amikacina por cada 1000 m! de solucién. En los tres centimetros
distales del segmento se realizé debridamiento de la mucosa yeyunal hasta lograr sangrado
en capa de la superficie, mediante uso de friccion con gasa himeda. En este momento se
colocaron dos pancreas fetales en el asa ( Imagen 7 ) y se cerro el extremo distal del asa
con acido poliglicélico 6-0 con surgete continuo en un plano, para la formacion del asa ciega
(imagen 8) A 3.5 cm del final del asa yeyunal se dieron 3 a 4 puntos aislados totales de
acido poliglicélico 8-0, de tal manera que no se cerrd totalmente la luz, pero si existia un
sostén para el tejido pancredtico implantado (Imagen 9). A confinuacion se realizd
anastomosis en Y, a 8 cm del asa ciega, con anastomosis término lateral con acido
poliglicélico 6-0, se colocaron puntos simples un sclo plano. ( Imagen 10) Una vez realizado
el trasplante de tejido fetal, y la anastomosis termino lateral, se fijo el segmento distal de
intestino a la pared abdominal anferior con puntos simples de acido poliglicdlico 8-0.
(Imagen 11) Se realizd cierre de la cavidad con acido poliglicdlico 3-0 y piel con nylon 4-0
con puntos simples. La imagen 12 muestra el cierre final de la herida.

La medicacién postoperatoria usada fue amikacina a 7.5 mg/kg dia por via intframuscular por
cinco dias. Se inicié alimentacion liquida a las 24 horas con electrolitos de hidratacion oral y
solucion glucosada 5% y posteriormente alimentacion liquida con dieta polimérica sin fibra
(Ensure) y finalmente con dieta para roedor PMI feeds 502 a las 72 horas del trasplante. La
insulina NPH subcutanea se administrd inmediatamente después del trasplante.

Se monitoreo a ambos grupos, diariamente la glucemia por puncién con tiras reactivas
(glucoémetro) realizando la aplicacion de insulina NPH subcutéanea a 10 Ul por kilo por dia
dividida en dos desis, un tercio de la dosis en la mafiana y dos tercios de la dosis en la
noche, con cambios al menos cada 24 horas de acuerdo a los resultados de glucemia,
manteniendo niveles menores o iguales a 140mg/dl. En casos de resultados mayores de
140mg/di se ajustd la dosis de insulina con aumentos de 1Ul/kg/dia. Las ratas se
mantuvieron en el bioterio del Departamento de Cirugia Experimental del Centro Medico
Nacional Siglo XXI.

A las cuatro semanas (28 dias) posteriores al trasplante se sacrificaron las ratas de los dos
grupos, mediante fa aplicacién de tiopental intraperitoneal a dosis de 100 mg por kilogramo
de peso. Se mando a estudio histopatolégico el segmento de yeyuno con el pancreas
implantado y el pancreas nativo del grupo experimental. Asimismo, se envid a examen
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histopatologico el pancreas nativo del grupo control y ya previamente se habia enviado
pancreas fetal de 18 dias para contar con un parametro de comparacion por parte del
patélogo para determinar las caracteristicas microscépicas y los cambios presentes
posteriores al trasplante.

Se realizaron las siguientes tinciones en el tejido examinado: Eosina y hematoxilina,
inmunohistoguimica con cromogranina (tincidon especifica para tejido neuroendocrinb) e
insulina ( especifica para células productoras de insulina) ElI control del correcto
procesamiento, fijacion y preservacion del tejido procesado con inmunochistoquimica se
realizara con tincidn de enolasa ( tincion especifica para tejido neuroendocrino).

La eliminacion de los desechos biologicos (cadaveres de los animales de experimentacion)
se realizé mediante incineracién en el bicterio del Departamento de Cirugia Experimental del
Centro Medico Nacional Siglo XXI.

Una vez que contamos con todos los datos completos se pasaron a una base de datos para
PC (computadora personal) para su analisis posterior usando el paguete estadistico SPSS.
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Analisis estadistico

Se utiliz6 estadistica descriptiva con el calculo de medidas de tendencia central y dispersion.
Para la comparacion de grupos se usé T-studeni para las variables cuantitativas y chi
cuadrada de Pearson para las variables nominales.

Aspectos éticos, personal y recursos

Aspectos éticos.

Se apeg0 a las normas y reglamentos institucionales y a los de la Ley General de Salud en el
reglamento en materia de investigacion para la salud, en el titulo séptimo y capituio Unico en
los articulos 121 al 126. Asi como en las Normas Internacionales para la investigacion
biomédica con animales.

Principios Basicos:

i La ampliacidén de conocimientos bioldgicos y el desarrolio de mejores
medios de proteccion a la salud y el bienestar de los seres humanos y los
animales obligan a recurrir 2 la experimentacién con animales vivos de
una gran variedad de especies.

. Cuando sea posible deben emplearse modelos matematicos, simulacros
en computadora y sistemas biclégicos in vitro.

I} Los experimentos con animales solo deberan realizarse después de
considerar debidamente su interés para la salud humana o animal y la
aplicacién de los conocimientos bioldgicos.

V. LLos animales seleccionados para un experimento deben ser de la especie
y calidad apropiadas y su nimero debe constituir el minimo necesario para
obtener resultados cientificamente validos.

V. Los investigadores y el resto del personal deben tratar en todo momento a
los animales como seres sensibles y han de considerar imperativos éticos
cuidarios y emplearios debidamente, evitando o minimizando su
incomodidad, el sufrimiento fisico y el dolor.

VI. Los investigadores deben suponer que los procedimientos que causan
dolor a los seres humanos también lo causan a otros vertebrados, aunque
se necesita conocer la forma en que los animales sienten dolor,

VH.  Los procedimientos que causan a los animales un dolor o sufrimiento
fisico gque no sea momentaneo o minimo deberan realizarse después de la

18 Sanchez/Francoy/Rambn/Garcia



Trasplante de pincreas fetal en asa de yeyuno

administracion de sedantes, analgésicos o anestesia segun las practicas
aceptadas en la medicina veterinaria. No debera practicarse cirugia u
otros procedimientos dolorosos a animales no anestesiados paralizados
por agentes quimicos.

VIll.  Cuando se necesite una exencién del cumplimiento de las disposiciones
del articulo VI, las decisiones al respecto no deberan ser una
responsabilidad exclusiva de los investigadores directamente interesados
sino de un grupo de revisores debidamente constituido que tenga en
cuenta las disposiciones de los articulos IV, V y VI, Esas exenciones no
deberan concederse solo para fines de enseflanza o demostracion.

X Al final de un experimento o, cuando procede durante el mismo, se debe
dar muerte por un procedimienio no doloroso a los animales que, de lo
contrario, padeceran dolores, sufrimientos o incapacidades graves ¢
cronicos imposibles de aliviar.

X Los animales empleados para fines biomédicos se deben mantener en las
mejores condiciones posibles. De ordinario, hay que cuidarlos bajo
supervision de veterinarios con experiencia en zootecnia de laboratorio.
En todo caso, serd preciso disponer de los servicios de atencién
veterinaria que se necesiten.

X1 El director del instituto o departamento donde se utilicen animales tiene Ia
responsabilidad de asegurar que los investigadores y el personal tenga
idoneidad y experiencia necesaria para realizar determinados
procedimientos en animales. Sera preciso ofrecer adecuadas
oportunidades de adiestramiento en el mismo servicio, en las que se habra
de fomentar el debido interés humanitario por los animales a su cuidado.

Vigilancia del cuidado y empleo de los animales de experimentacion.

1. Siempre que se utilice animales con fines biomédicos, su cuidado y empleo deberan
estar sujetos a los principios y criterios generales aqui citados y a las politicas
nacionales vigentes. Conviene fomentar la observacién de tales principios y criterios
establecidos de vigilancia independientes.

2. El objetivo de los principios, normas y procedimientos de vigilancia debe ser evitar el
uso excesivo o inapropiado de animales de experimentacion y fomentar que se les
cuide y emplee adecuadamente antes y después del experimento y durante el mismo.
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Estos procedimientos se pueden establecer mediante legislacion especifica en la que
se determine las normas y se garantice su cumplimiento.

Recursos.

Humanos. Participaron en el estudio dos cirujanos pediatras, un patélogo y un asesor

metodolbgico.

Fisicos. Se utilizé el espacio fisico con que cuenta el bioterio del Departamento de Cirugia
Experimental del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Financieros. Los animales de experimentacion fueron proporcionados en el bioterio donde
se realizo el estudio.

Para la realizacion de este estudio se recibid financiamiento del Fondo de Fomento a la
Investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social.
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RESULTADOS:

Se utilizaron 16 ratas macho sanas, raza Sprague Dawley de cuatro meses de edad, peso
entre 230 y 250 g a quienes se ies logro un estado diabético con la aplicacion de
estreptozotocina. Se formaron dos grupos, el grupo | (experimental) estuvo formado por 10
ratas diabéticas a quienes se realizd transplante de pancreas fetal, y el grupo Il (control) por
seis ratas diabéticas. Los niveles de glucosa promedio al inicio del estudio del grupo control
fueron de 320 mg/dl (con un intervalo de 310 a 340 mg/dl), y en el grupo experimental el
promedio fue de 325mg/dl (de 310 a 350 mg/dl} con lo que se corrobord un estado diabético
en ambos grupos. En el grupo experimental, se eliminaron dos ratas por presentarse
enfermedad no inherente al estudio (fallecimiento de las ratas por complicaciones
anestésicas inmediatas), por lo que para el analisis estadistico se consider6 a las 8 ratas
restantes. £l cuadro 1 muestra el registro de dosis de insulina y glucesa sérica en cada una
de las ratas del grupo experimental y control al inicio y a los 7, 14,21 y 28 dias.

La dosis de insulina requerida para mantener normoglucemia (glucosa < 140 mg), a los 7
dias posteriores al trasplante tuvo un promedio de 11.3 Ul/ Kg /dia en el grupo control y en el
grupo experimental de 9.8 Ul /kg /dia (p= 0.007). A los 14 dias el grupo control requirid un
promedio de 10.8 Ul/ Kg /dia, mientras en el grupo experimental el requerimiento fue de 8.9
Ui /Kg/ dia (p= 0.001). A los 21 dias el grupc control requirié un promedio de 10.1 Ul /Kg /dia
y el grupo experimental de 7.7 Ul /Kg /dia (p= 0.001). Al final del estudio, 28 dias, el grupo
control requiric10.3 Ui/ Kg/ dia y el grupo experimental 7.8 Ul/ Kg/ dia (p= 0.003). En el
cuadro 2 y la grafica 1 se muestra el promedio de la dosis de insulina en el grupo
experimental (1) y en el grupo contro! (11} al inicio del estudio y a los 7, 14, 21 y 28 dias.

El reporte histologico con Eosina y hematoxilina del pancreas nativo de las 6 ratas del grupo
control mostré destruccién de islotes pancreaticos con presencia de vacuolizacidn y necrosis
del tejido endocrino en un 97% de campo examinado.

Los hallazgos histolégicos con eosina y hematoxilina del pancreas nativo del grupo
experimental fue similar al grupo control, con cambios de vacuolizacion y necrosis celular
también en un 97% del campo examinado.

EL estudio con Eosina y hematoxilina del pancreas fetal trasplantado de 4 ratas del grupo
experimental mostré inflamacion cronica intensa con reaccion granulomatosa a cuerpo

extrafio {material de sutura) y fibrosis. Ver la imagen 13 y el acercamiento en la imagen 15.

El analisis histologico con Eosina y hematoxilina de 4 ratas del grupo experimental reportd
presencia de tejido pancreatico tanto endocrino como exdcrino en serosa y pared intestinal, y

presencia de reaccién a material de sutura. (imagen 14).
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La imagen 16 muestra la tincién de eosina y hematoxilina de las células pancredticas
dispuestas en islotes que se encontraron en sitio de trasplante en el asa intestinal. Al
realizar la tincién con cromagranina para blUsqueda de tejido endocrino de este bloque de
células pancreaticas, se demostrd presencia de células neuroendocrinas dispuestas en los

acinos, lo gue se muestra en la imagen 17.

Al comparar el tejido trasplantado con el control fetal pancredtico inicial, se observé
maduracion del tejido implantado en la serosa y pared intestinal, con mejor definicién y
diferenciacion del tejido endocrino y exécrine con relacién con el tejido fetal examinado como
control, existiendo en el tejido trasplantado acumulos celulares compatibles con islotes de
Langerhans y produccion de insulina corroborada con inmunohistoquimica para anticuerpos
monoclonales contra insulina que fifie las células productoras de insulina de color café.
(Imagen 18). En la imagen 19 mostramos el tejido fetal control tefiido con
inmunohistoquimica para insulina, comparada con la imagen 20 que corresponde al tejido
transplantado al asa intestinal, en la cual se observa citoplasma celular de mayor tamafio y
una disposicion de las células productoras de insulina en islotes como se presenta en el

tejido pancreatico adulto que se muestra en la imagen 21.

Se mantuvo un control de calidad del procesamiento de los tejidos para su estudio
histopatolégico con base a la tincién con enolasa, 1a cual mostrd adecuado control del tejido
en su fijacidn y preservacion tisular.

Al comparar al grupo experimental, en relacion con las 4 ratas con reporte histologico de
pancreas exocrino y endocrino implantado en yeyuno (éxito en el trasplante) contra las 4 con
reporte histoloégico de solo reaccidn inflamatoria (fracaso del trasplante), se notd una
diferencia estadisticamente significativa en las unidades de insulina al dia requeridas para
mantener normoglucemia al dia 18 del procedimiento, teniendo el grupo con éxito un
promedio de requerimient