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1 ANTECEDENTES(
1.1, HISTORIA DE LA DIABETES MELLITUS.

En la primera centuria de la era cristiana, Celso y Areéeo -
describieron clinicamente la diabetes; posteriormente, en el afio-
1000 d.c. Avicena logra integrar los datos clinicos de dicha en--
fermedad. Tomas Willis en 1670, observd que la orina de los diab&-
ticos tenfa un olor dulce y agrega el vocablo Mellitus a la enfer
medad. Después, en 1764 Dobson y Pool encuentran azGcar en el re-
siduo de la orina evaporada de un diabético y 16 afios después, Ro
1lo describe el primer régimen para los pacientes que presentaban
diabetes. En México, en 1836 se edita el primer nGmero del peri6-
dico de la Academia de Medicina con 2 artfculos que versaban acer
ca de la diabetes y en el mismo siglo,se publican varias revisio-
nes de trabajos extranjeros, fundamentalmente franceses, gque in--
troducen criterios sobre el "origen nervioso" de la diabetes, ar-
ticulos en que se propone investigar la presencia de azficar en la
orina {(glucosuria) como mé&todo diagnbstico de laboratorio median-
~ te el empleo del &cido 1itofélico asf como el tratamiento con sa-
les de arsénico (Botkin), en virtud de su accibn sobre la médula.
En la misma época en México, aparece uno de los trabajos mis im--
portantes sobre diabetes intitulado "La Diabetes Sacarosa', de --
Pablo Gutibrrez que consiste en una revisibn amplia de los concep
tos mis adelantados sobre el origen de la enfermedad, la clinica,
los criterios diagnésticos y terapéuticos. En 1869, Langerhans --
descubre los islotes celulares del péncreas y 20 afios despus, --
Von Mering y Minkowsky demostraban que la induccibn de la diabe--
tes en perros se podfa llevar a cabo mediante pancreatectomfa to-
tal. Siguiendo esta linea, Banting y Best en 1921 extraen una sus
tancia del pincreas de perro la cualdfsminuia los nivels de gluco
sa sangufnea, la insulina. En 1922, Mario Quifionez realiza su té-
sis con el tema"lLa Diabetes y su Tratamiento" y en 1926 publica -



un articulo sobre la insulina en el cuidado de la diabetes. Juan
Manuel Gonzdlez en 1929 publica una revisién del tema que intro-
duce en la literatura mé&dica mexicana tanto la teorfa de espas--
mos de origen nervioso de Cullen como la patologfa renal asocia-
da a la diabetes. En el afio de 1939 Hagerdom introduce la primera
insulina de accién prolongada y en 1953 Sanger caracteriza la es-
tructura quimica de la insulina de buey. En el mismo afio Franke-
y Facks en Alemania y Loubatieres en Francia descubren la accién
hipoglucemiante de la carbutamida iniciando el uso de los hipo--
glucemiantes orales. la caracterizacifn de la estructura qufmica
de la insulina humana se describe hasta 1960 con Nicol y Smith y
en 1964 Katsoyannis y Zahn logran la sintesis de las cadenas A y
B de insulina y las combinan con material biologicamente activo.
Pese a estos descubrimientos la diabetes mellitus y sus complica
ciones no fueron controladas ni con el uso de la insulina en sus
distintos esquemas y presentaciones farmacolfgicas ni con los re
gimenes dietéticos e hipoglucemiantes orales por lo que el estu-
dio de esta enfermedad se enfoca ahora a prevenir el desarrollo-
de complicaciones tardfas para lo que se introdujercn nuevos mé-
todos de laboratorio como la hemoglobina y albfimina glucosiladas,
los cuales orientan acerca de las concentraciones de glucosa en
sangre por perfodos que oscilan entre los 15 y 45 dfas. Es a ==~
rafz de las investigaciones de Gayet y Guillaumie en 1927, sobre
transplante de p8ncreas que se abre otra luz al problema del con
trol de la diabetes mellitus al disefiar nuevas técnicas de tran-
plante pancreitico y de islotes que dieran mayor esperanza al pa
ciente diabético ( 1, 2).

1.2, CLASIFICACION DE LA DIABETES.

"Para fines didicticos simplificaremos la clasificacifn de -
la diabetes mellitus adoptada por la NDDG: (National Diabetes Da-
ta Group):
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1.~ Diabetes Mellitus (DM). caracterizada por hiperglucemiass --
prolongadas (mayores de 140 mg./100 ml.) 6 niveles:elevados deu~
glucosa en plasma durante lapruebade tolerancia a la glucosa --
(PTG)~ A su vez comprende dos clases:

a)

b)

Diabetes Mellitus tipo I, diabetes mellitus insulino de-~
pendiente o diabetes juvenil. Se caracteriza por un aumen -
to abrupto de los sintomas tales como insulinopenia, po=-
livria, polidipsia, polif8gia que progresivamente cambia-
a anorexia, pérdida de peso y propensién a la cetosis. Es
comin en nifios, adolescentes y adultos j6Svenes. A este ti
po se asocian factores ambientales y predisposicién gené-
tica involucrados con ciertos tipos de HLA. Se piensa que
existen procesos autoinmunes vinculados al padecimiento,-
adem8s de gue:ciertas infecciones virales se ven implica--
das en el proceso inflamatorio pancréatico (insulitis), -
como la parotiditié, rubeola y el coxsakie By .

Diabetes ‘Mellitus tipo II, insulino independiente o diabe

tes del adulto. Puede cursar o no con obesidad. Los pa~-—-

cientes no dependen de la insulina sin embargo, pueden re

querirla para la correccidén de hiperglucemias persisten--

tes si es que &stas no pueden ser controladas con.dietas ;o
medicamentos hipoglucemiantes. Los pacientes pueden ser -

asintomiticos por afios o décadas y muestran una progresifn
muy lenta de la enfermedad; a este tipo de diabetes se -~-

asocian con mayor frecuencia complicaciones como la micro

angiopatfia, neuropatfas y cataratas. Los factores heredi-

tarios tienen mayor importancia que en la tipo I pues se-

encontro” una gran concordancia para presentar diabetes en
gemelos monocigotos, también factores ambientales que es-

tan involucrados y que actfian como agentes desencadenan--

tes del padecimiento.



2.- Otros tipos; diabetes secundaria. Se involucra con otras pa-
tologfas o sindromes y por lo general en estos tipos se conoce -
la causa directa del padecimiento, no hay relacifn con genes, he
rencia, virus o autoinmunidad; la diabetes puede ser secundaria~-
a: )
a) Transtornos pancrefticos o remocién del tejido pancreiti-
co. .
b) Transtornos endécrinos como acromegalia, sfindrome de Cu--
shing, glucagonoma, aldosteronismo primario, etc.'

¢) La administraci6én de drogas hiperglucemiantes como gluco-
corticoides, agentes antihipertensivos y otros.

3.~ .Intolerencia a la glucosa, también se conoce como diabetes--
asintom&tica, dibetes subclinica o latente. Cursa con niveles de
glucosa plasmiticos que no llegan a la cifras definidas para dia
betes péro que estan por encima de los valores normales o de re-
ferencia. Se asqcia a otras patologias como enfermedad pancredti
ca, hormonal, inducida por drogas, anormalidad en el receptor de
insulina y ciertos sfndromes genéticos. Puede cursar con o sin -
cbesidad y en algunos individuos puede representar un estado en-
el desarrollo del tipo I o del tipo II.

4.- Diabetes gestacional. Existe una elevacifn de la PTG durante
el embarazo debido al aumento en la produccibn de hormonas como-
los estr6genos y el lactbgeno placentario que antagonizan con la
insulina en el embarazo. Después del parto, el mal puede quedar-
como antecedente o bien continuar permanentemente.

En esta clasificaciﬁn, se incluyen estados que pueden ser --
parte de la evolucibn normal de la diabetes en los cuales no exis
ten anormalidades en el metabolismo de los carbohidratos y que -



estan definidos como anormalidades previas a la PTG (prediabetes)
y anormalidades potenciales a la PTG (potencial) (3,9,5y6).

1.3 SITUACION DE LA DIABETES EN MEXICO

En nuestro pais, estudios realizados por varios investigado-
res ha puesto de manifiesto que la diabetes afecta del 2 al 5% -
de la poblacibn general y a mis del 33% de las perscnas con ante
cedentes familiares. En la poblacidn m&s expuesta la prevalehcia
es del 10% (7). Por otra parte se ha observado que la predisposi
cién genética es alta por lo que, conforme nuestra poblacifn en-
vejezca, la prevalencia irs en aumento y por lo tanto el ndmero-
absoluto de casos.

Desde 1975 la diabetes ocupa el 10o. lugar dentro de las 10-
principales causas de mortalidad general en nuestro pafs; en los
grupos de 45 afios y m&s ocupa lugares que oscilan del 3o. al 9o.
y comparativamente con afios anteriores, la mortalidad por diabe-
tes se ha incrementado, de manera que en 1963 ocurrieron 3 449 -
defunciones con tasa del 16,2 por 100 000 habitantes (8). Estu--
dios parciales realizados por diversas instituciones del Pafs --
corroboraron los datos anteriores. La Clfnica de Diabetes del --
Hospital de Enfermedades de la Nutricién, en estudios de preva-=-
lencia encontrf mis del 2% de casos. La Direccibn General de Ser
vicios Coordinados de Salud PGblica en los Estados en un progra-
ma piloto de deteccibn de diabetes en los Estados de México y --
Puebla en una poblacibn seleccionada que ascendi6 a 3 000 perso-
nas, encontrando mis del 12% de casos. En el D.F. muestreos rea-’
lizados en poblacifn adulta urbana aparentemente sana se encon--
traron tasas del 11.6 por 1 000 personas examinadas; por otra --
parte el IMSS. en 1978 a través de su programa de deteccibn pre-
coz del padecimiento, reporté el 1.2% de diab&ticos en poblacibn
derechohabiente y el 1.9% de diab&ticos clinicos. El ISSSTE, en-
una poblacién de 100 000 adultos no seleccionados hallé una tasa



del: 4.5%. de.casos y-15¢ de prediabéticos {9).
2 INTRODUCCION
2.1. ANATOMIA DEL PANCREAS

El pancreas es una glé&ndula de secrecién:; endbcrina y excri-
na intraabdominal que se localiza detr8s del estfmago y por delan
te de las vértebras lumbares I y II, entre el ducdeno y el bazo;-
es un Srgano blando carnoso, con muy poco tejido conectivo. Se ==~
compone de cabeza, cuerpo y cola. La cabeza se halla enmarcada =~
por la curva duodenal y se le yuxtaponen por delante la regién pi
l6rica del estémago y la primera porcibn del ducdeno. En el pén--
creas se distingue la porcidn exderina de la endbcrina (10).

2.1.1 PANCREAS EXOCRINO

El pdncreas exvcrino esta formado por unidades secretoras de
acinos pancredticos; cada uno de ellos contiene cierto ntimere de-
células glandulares dispuestas de modo que sus secrecionesg se ===
viertan en conductos intercalares, los que se unen para formar --
los conductos intralobulares que son ramas laterales del conducto
pancrefitico o de Wirsung, gue emerge por la cola dei pdncreas y -
se dirige hacia la derecha, entra en relacibn con el coledoco con
el que desemboca en la segunda porcién del duodeno, en la papila-
mayor (11).

Esta porcién exocrina del p&ncreas comprende aproximadamen-=
te el 98 al 99% del peso total de la gl&ndula (12) y produce el--
jugo pancreitico cuya secreccifn se regula por mecanismos humora-
les y nerviosos (parasimpiticos). El jugo pancreftico esta forma-
do por una gran variedad de enzimas como la tripsina, quimotripsi
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na, carboxipeptidasa, ribonucleasa y desoxirribonucleasa (enzi-
mas protebliticas) asi como amilasa pancredtica, colesterasa y-.
lipasa pancreitica para la digestién de carbohidratos’y lipidos
(13).

2.1.2 PANCREAS ENDOCRINO.

La porcibn endécrina de la glindula pancrefitica consta de--
pequefias células que forman aproximadamente el 1% del peso total
del 6rgano (14). A estas pequefias células se les denomina islo--
tes de Langerhans y estan diseminadas en el espesor del pdncreas:
cada islote esta abundantemente irrigado por capilares en los --
cuales vierten su contenido (15). En estos islotes coexisten dis
tintos tipos celulares como las cé&lulas A, productoras de gluca-
gon B, productoras de insulina D, cuya produccién es de somatos-
tatina, las productoras del péptido intestinal vasoactivo (VIP)
o células Dl' células que producen el polipéptido pancredtico --
(PP), asi como un grupe de c€lulas heterogéneas denominadas EC -
productoras de péptidos como la sustancia P, motilina y encefali
na (16).

En las ratas, las c&lulas B se localizan en la periferia -
del islote. Contienen grénulos solubles al alcohol, son redondea
dos y homogéneos, incluidos en vesfculas membranosas (17).

El concepto de células B, naci6 en 1907 cuando Lane descri-
bi6 las células A y B de los islotes. Originalmente, las células
B se caracterizaron por su contenido de gr&nulos citoplésmicos,-
solubles en alcohol; en este tiempo nadie conocfa la capacidad -
de estas células para producir la insulina sin embargo,la eviden
cia morfolégica mostraba que estaban involucradas en el desarro-
llo de la diabetes (18). Hoy, la célula B se define no solo por-
sus caracteristicas histol6gicas y citoquimicas, sino también --



por su habilidad para expresar un complicado juego de genes el ~-
cual provee a la célula de un mecanismo finico para sintetizar, al
macenar y secretar insulina en su concentracidn exacta para los -
requerimientos metabflicos del organismo. La cé&lula B expresa en

su membrana ciertos antigenos para este tipo celular que pueden -
inducir respuestas autoinmunes (19).

2.2 ESTRUCTURA DE LA INSULINA.

La insulina es una hormona proté&ica, producida por los islo--
tes de Langerhans los cuales, como ya se menciond, constituyen el
1%-del tejido pancredtico. La molécula de insulina tiene un PM de
6000 y consta de 2 cadenas de aminodcidos (A y B) conectadas por -
puentes disulfuro. Existe un tercer puente intradisulfuro en la -

cadena A. La ruptura de cualquiera de estas uniones inactiva la -
insulina (fig.1) (20)
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Fig. 1 ESTRUCTURA DE LA INSULINA



La gpsulina se forma en los ribosomas de la cé&lula B primeramente
en forma de proinsulina de donde pasa al aparato de Golgi a través =
de las cisternas del reticulo endopldsmico. La proinsulina con un PM
de 9000, por accibn de proteasas ligadas a la membrana del aparato -~
de Golgi, se fragmenta para dar lugar a la insulina y al péptido C.-
(fig. 2)
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La insulina que se almacena contenida en el paquete vesicular -
de la célula B se condensa para formar el gr&nulo B tfpico envuel-
to en sacos membranosos (21)

2.2.1. SECRECION DE LA INSULINA.

La insulina se secreta mediante un proceso denominado Emerocito
sis, que se incia cuando los gré&nulos B se mueven hacia la membra-
na plasm&tica de la c&lula y la membrana superficial se fusiona --
con la membrana celular que al romperse libera el contenido granu-
lar al espacio pericapilar. La concentracifn elevada de glucosa --
sanguinea es el estfmulo para la liberacibn de insulina cuya con--
centracién en sangre es de 10 a ZO)uuhd. Con el advenimiento de -
las hormonas gastrointestinales se han puesto de manifiesto 3 meca
nismos que favorecen la secreccibn de insulina.

a) La absorcifn de nutrientes y su paso a la circulacibn siste-

mica (niveles elevados de ciertos amino&cidos).

b) Liberacidn de hormonas gastrointestinales (fundamentalmente-
el péptido inhibidor de gastrina)

c) Sefiales neurogénicas por la ingestifn de alimentos que ha --
permitido integrar el eje entero insular (22).

El Ca++ desempefia un papel importante en la liberacibn de insu-
lina la cual se secreta junto con péptido C y una pequefia cantidad
de proinsulina libre. El promedio de vida de las moléculas de insu
lina en sangre es de solo 3 o 4 minutos y su degradacifn se lleva-
a cabo en el higado (40%) y el rifibn (15 a 20%) por la enzima glu-
tati6n insulina transhidrogenasa que separa por reduccién las unio
nes disulfuro que conectan las cadenas A y B de la insulina para =
después degradarlas por protedlisis (23 - 25)

2.2.2, ACCION METABOLICA DE LA INSULINA.



- 11 -

Las c8lulas blanco para la insulina, poseen receptores es--—
pecificos cuyo sitio activo se encuentra en la membrana externa-
de esta manera, las células del tejido adiposo y del muscular: --
contienen receptores de gran afinidad y especificidad para la in
sulina;, a diferencia de otras hormonas polipeptidicas, la insuli
na al parecer,se une al &cido guanosin~3! 5'-fosfbrico ciclico -
{GMPg), que actuaria como el segundo mensajero en la activacibn-
de la respuesta hormona-receptor ya gue en células adiposas se -
observan incrementos en la concentracibn del GMPc, disminucifn -~
de la concentracidén del AMPe, incrementos en la biosintesis de -
triglicéridos a partir de glucosa y una disminucdbn. en la hidrf
lisis enzimftica de lipidos,la insulina induce la conversibn de-
la forma inactiva de la glucSgeno sintetasa a su forma activa, -
intensifica la glucoguinasa y la fosfofructoguinasa, suprime la-
formacién de ciertas enzimas de la gluconeogénesis tales como la
piruvato carboxilasa y la fructosa difosfatasa. Para los~ amino-
&cidos,la insulina favorece la sintesis protéica, ademds de ejer
cer una accién sobre la membrana plasmitica de sus células blan~
co, lo que permite la entrada no solo de glucosa sino tambié€n de
aminodcidos, lipidos y K+, asf como la biosintesis de productos-
protoplésmicos y de almacenamiento. El efecto més aparente de la
insulina administrada a un mamffero es la pronta reduccifn del -
nivel de glucosa en sangre lo cual se debe, segfin se cree, a una
intensificacibn del transporte de glucosa desde la sangre a tra-
vés de la membrana plasmitica de sus células blanco hasta el es-
pacio intracelular (26).

2.3 MODELQS EXPERIMENTALES DE DIABETES.

Para el estudio de la diabetes, los modelos que se han em--
pleado son los naturales o espont&neos, como es el caso de hams-
ter chino y sudafricano (27). Otros incluyen el de diferentes --
agentes como los virales (Coxsakie, generos EMC y algunos picorna
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virus) para la destruccién de los islotes pancrelticos (28), o

bien, el uso de diversos farmacos diabetogénicos. Dentro de es

tos farmacos se encuentran aguellos con un efecto citotédxico -

sobre los islotes pancre&ticos, como son el acido dehidroascédr-
bico y la ditizona. Otrosicomo el diaz6xido, la 6-aminonicotina
mida y la azaserina ejercen su efecto al interferir con los me-
canismos de liberacién de la insulina (29). Existe otro grupo -
de férmacos con efecto bloqueador de insulina y citotbxico como
la aloxana (alloxan) que es un derivado de la pirimidina, y la-
estreptozotocina (streptozotocin) que es una 2-desoxi-D-glucosa
con una cadena lateral N-nitrosometilurea (fig 3)
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La aloxana inhibe el ciclo de Krebs al disminuir la oxida-
cidén de glucosa y manosa, también tiene un efecto bloqueador --
sobre el ciclo del &cido citrico a nivel de la oxidacién del --
succinato (30). Por otra parte, la estreptozotocina inhibe la-
oxidacién de glucosa y la liberacidn de insulina, con disminu--
cidn del NAD en las células del islote y por tanto causa dete--
rioro de célula B (31}.

2.4 EL TRANSPLANTE DE PANCREAS.

2.4.1 ANTECEDENTES.

En 1927 por primera vez, Gayet y Guillaumie transplantan-
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el pancreas completo de un perro a otro, previamente Pancreatec
tomizado y demuestrancue el transplante de este 6rgano es capaz
de regular la concentracién de glucosa en la sangre de los ani-
males pancreatectomizados, por un perfodo de 12 hrs. Botin, en-
1936 revasculariza un homotransplante de p&ncreas e€n un perro y
reporta una sobrevida mayor de 7 dfas. La té&cnica del transplan
te pancredtico logra otro avance importante con Lichtenstein y-
Barschak cyando en 1957 descubren que el fracaso en sus trans--
plantes se debe a factores tales como la torsién vascular acom-
paiada de trombosis y pancreatitis que finalmente llega al recha
2o del Srgano.De Jode Y Howard en 1962 reportan una técnica de-
transplante de pdncreas total en perros al implantar pancreas -~
con una porcibn del duodenc del donador con el fin de drenar la
secreccibn exdcrina al intestino del receptor, con lo que se lo
grd una sobrevida del transplante de 9 dfas (32). En 1964, He--
llestrom reporta el primer método de diseccibn manual de islotes
pancredticos de ratas obesas e hiperglucémicas para estudios en-
zim&ticos y tres afios después Lacy y colaboradores aislan islotes
intactos del pancreas normal de ratas mediante un método de dis-
rupcién acinar o desoréanizacién del parénguima acinar (33).Yu--
noszai y asociados, en 1969 reportan por primera vez el trans---
plante de islotes aislados a ratas diabéticas, por via intraperi
toneal con mejorfa parcial del estado diab&tico (34). En 1970, -
Strautz logra revertir algunas complicaciones tardias de la dia-
betes mellitus al transplantar islotes pancredticos en ratones -
ob/ob (35). Posteriormente, Lacy y Ballinger demustran que para-
mejorar el estado diab&tico inducido con estreptozotocina en ra-
tas isogénicas se requiere de 400 a 600 islotes (36). Reckar y -
Baker, en 1973 "curan" la diabetes mediante el transplante intra
peritoneal de islotes pancreiticos is6logos. En el mismo afio, =~
Lacy aisla islotes de ratas adultas y Kempt experimenta nuevas -
rutas de transplante.de islotes (37). De este afio a la fecha, --
las publicaciones de transplante de islotes de han incrementado-
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notablemente con la introduccibén de diferentes modelos experimen-
tales incluido, el humano.

2.4.2 TECNICAS DE TRANSPLANTE PANCREATICO.

En el transplante pancreédtico el problema que existe es el -
rechazo, sin embargo se:’ven" otras consideraciones técnicas que -
merecen importancia y por las cuales se han desarrollado diversos
métodos de transplante. Estos problemas son, entre otros la secre
cibn exdcrina y la trombosis vascular. ELl prevenir estas 2 difi--
cultades did como resultado 3 técnicas generales que contienen a-
su vez una serie de variantes para el transplante pancreftico.

1) Injerto pancredtico de todo el dérgano (en asociacibén con-
el duodeno). Con drenaje exOcrino al intestino o en otras
viceras del receptor, tiene como variantes.

a) Injerto pancreético duodenal.

b) Injerto pancredtico duodenal con doblés en la papilla-
de Vater y anastomosis del ducto enlazado al yeyuno.

c) En bloque con otros érganos (38, 39).

Las principales desventajas que presenta esta técnica, han -
sido la trombosis por - . torcibn vascular (el duodeno esta pro--
penso a necrosis y/o ulceramiento. El escape anastombtico es gra-
ve por la activacién de enzimas exdcrinas(40).

2) Injertos de segmentos pancredticos (cola o cuerpo del --
pincreas ) los cuales no tienen drenaje exbcrino. La téc
nica del injerto de segmentos pancredticos es més senci-
lla y evita algunos de los problemas que tiene la técni-
ca del injerto de pdncreas total, ya que el drenaje exo-
crino se canaliza al anastomosar el péncreas transplanta
do al yeyuno del receptor (41), aunque pueden ocurrir fu
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gas anastombticas, activacifn enzim&tica y necrosis. De -
forma similar que la técnica anterior, el transplante’de-
segmentos pancrefiticos tiene algunas variantes:

a) Transplante de segmentos pancredticos con ligadura del
ducto donde, teoricamente, el tejido exocrino se atro-
fia y el tejido endocrino puede permanecer intacto. --
Sin embargo existe una relativa alta incidencia de pan
creatitis y trombosis vascular después de ligado el --
ducto, ademds de que se puede presentar una reaccidn -
inflamatoria agudadel pancreas (42).

b) Transplante de segmentos pancrefticos con obstruccifn-
del ducto mediante inyeccién de polimeros sint&ticos -
con el objeto de destruir totalmente el sistema ductal
(43) . Estos polimeros se endurecen casi inmediatamente
deépués de inyectarse y forman un molde s6lido dentro-
del ducto mayor y sus ramificaciones eliminando con --
ello la secreccibn y funcibn exocrina (autodigestién -
del tejido exocrino). Entre estas substancias encontra
mos al Neoprene, acrilatos y el poli-isopropeno (44).
Los efectos adversos que se presentan son fibrosis del
tejido pancredtico con inflamacibn persistente e islo-
tes morfologicamente degenerados (45)

c) Transplante de segmentos pancredticos con drenaje al -
peritoneo. Esta técnica se desarroll6 gracias a la pro
piedad que tiene la cavidad peritoneal de absorber las
secrecciones de los segmentos pancrefiticos con un mini
mo de complicaciones (46). '

3) Transplante de islotes libres

a) Transplante de islotes aislados de adulto. Se basa en-
la desorganizaci6n del parénquima pancredtico por la -
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introduccién d@e una soluci6n salina balanceada para posterior
mente, fragmentar el tejido y exponerlo a digestidn enzimiti-
ca para separar los islotes B; del tejido exbcrino y purifi--
carlos mediante un gradiente de densidad (47, 48). Esta técni
ca a pesar de no tener los inconvenientes del transplante de-
pincreas total ni segmentario, requiere de un alto rendimien-
to de islotes puros y de otras consideraciones técnicas que -
" varfan de acuerdo al modelo experimental (49).

b) Transplante de islotes intactos'gon pobre secreccibn --
exocrina (péncreas fetal o neonatal) . En esta té&cnica-
se obtienen islotes de pgncreas con bajo contenido en-
enzimas proteoliticas y mayor cantidad de tejido acinar
que en el adulto (4%). No se reguiere aislar el tejido-
exocrino del enddcrino., La desventaja es su considera--
ble potencial inmunolégico (50)

c) Transplante de pancreas disperso. Se obtiene de donaro-

res a los que se les indujo atrofia exdcrina o al trans

» 4 -—

- plantar pancreas en sitios con mayor resistencia a la -

introduccién de enzimas pancrefiticas. La atrofia exocri

na se produce:. mediante la introduccibn de un anflogo -
de la metionina (DL-Etionina) (51).

2.5 EL PROBLEMA INMUNOLOGICO DEL TRANSPLANTE.
2.5.1 EL SISTEMA MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD {HLA)

La idea del transplante de 6rganos se concibib desde hace
mucho tiempo. LOs experimentos en animales en los indicios de-
siglo llamaron la atencibn al hecho de que la supervivencia -
de brganos transplantados estaba en funcifn de diferentes fac
tores inmunolbgicos como la individualidad en animales de ex-
perimentacién (52). También se mostré que las células de di-
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ferentes 8rganos poseen antfgenos comunes, los cuales estan -—-
presentes en leucocitos y son determinantes de histocompatibli
lidad.

De todos los sistemas genéticos que codifican antfgenos-
de transplante solo uno parece tener importancia decisiva en =~
la supervivencia de los aloinjertos y sus efectos son difici--
les de superar, incluso con f4rmacos inmunosupresores. Este --
sistema es el HLA, de histocompatibilidad o complejo mayor de-
histocompatibilidad (MHS), que consiste en una serie de genes-
fuertemente unidos en un segmento de cromosoma (nGmero 6 en el
hombre) normalmente heredado en blogue y denominado "Haploti--
pos" HLA (53).

La introduccién de los ahtigenos HLA dentro de receptores
de diferente grupo de tejidos, induce una respuesta tanto humo
ral como celular (54). También denominados antfigenos’ de teji--
dos; loa antfgenos de histocompatibilidad se conocen en otras-
especies; por ejemply el H-2 en el ratbn, RtH-1 (o Ag-B) en la
rata, el locus B del pollo, el RL-A en el conejo, DL-A o siste
ma del perro, ChL-A en el chimpancé, etc. (55).

Se observ6 por otra parte que, si hay diferencia de estos
antfgenos entre el donador y el receptor de un cierto aloinjer
to, el injerto lo rechaza. Por esta razfén los antfgenos de hisg
tocompatibilidad junto con los antigenos sanguineos A y B se -
llaman antfgenos de transplante (56)

Existen 5 genes intimamente relacionados en esta regifn -
cromosémica que han-sido designados oficialmente como genes --
HLA: HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-D y HLA-DR. Los productos de 2 -
genes HLA varfan de un individuo a otro y son determinantes --
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primarios mediante los cuales los injertos extrafios se recono-
cen y rechazan. Los antigenos HLA-A Y HLA-B se localizan sobre
la mayor parte de las células del organismo y son inespecifi-<
cos para cualquier clase de tejido individual..Dichos antige--
nos se pierden constantemente 'y se renuevan en las células nu--
cleadas. Los antigenos tienen movilidad libre sobre la membra-
na celular y cuando son expuestos-a anticuerpos con fluorescefi
na, se observa que se aglutinan y coalescen en casquete para -
luego desaparecer (fig. 4) (57)

Gen de respuesta inmunitaria

Gen de fosfoglucomutasa 3

Genes de especificidad inmunitaria asociada

Genes de especificidad antigénica.

Genes determinantes de la activacién del linfocito (Lad)
Genes de componentes de complemento.

uowouwnn
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Los loci A, B y C se reconocen mediante prueba de linfotoxi-
cidad dependiente de complemento y se denominan serolégicamente-
definidos ( SD ). Los antigenos del locus A, determinan las se--
ries A de antigenos ilamados también SD1. En el locus B encontra
. mos los antigenos de las series B o~SD2 y los alelos en el locus
C, determinan las series SD3. La secuencia de los 3 locus en el-
cromosoma es BCA, donde el C est§ muy cercano al B (58).

El producto del_locus D y DR se reconocen por su habilidad--
para estimular linfocitos t alog&nicos (Cultivo mixto de linfoci
tos o MLC ) (fig 5) (59)

fig. 5 p Y oy 4

v e ® i Ramemon 2 Nsdd
Linfocitolisis mediada por células (MLC) (1)Cé&lulas que responden
no tratadas (2)Células estimuladoras tratadas con mitomicina.De--
ben estimular a las cé&lulas que responden en el MLC.(3)CElulas -
blanco marcadas con Cr51 (4)Radiactividad significativa senala -
que las células blanco han. sido:destrufdas y deben compartlr los-

antfgenos "blanco" con las células estimuladoras.

El HLA incluye locus adicionales. El locus Ir, Ia, Ds o de --
susceptibilidad a enfermedades, €l loci HDR o de reacci6n de hi--
persensibilidad retardada, componentes de complemento como los --
factores C,, Cy ¥ Cgv factor Bf y el loci con determinantes de an
tigenos para los sistemas eritrocitarios Chido, Rodgers y Bg. =--=
(£1g.6) (60 y 61). '

fig.6
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Los antigenos HLA se estudian mediante el empleo de anticuer-
pos. La inmunizacién hacia HLA se logra al poner en contacto unas
células con antigenos HLA alogénicas lo cual puede ocurrir en el-
embarazo (mujeres multfparas) o como resultado de transfusiones,-
injertos de piel o transplante de otros 6rganos (62).

2.5.2 BIOQUIMICA DEL HLA,

Los antigenos HLA son moléculas prot€icas que se adhieren --
firmemente a la superficie de casi todas las células. Probablemen
te, parte de la membrana se halla embebida en la membrana externa
de la célula o la atraviesa. Estos antfgenocs son, en realidad, --
glucoprotefnas que se detectan y clasifican por su capacidad para
unirse a anticuerpos especificos, que se forman al inyectar célu-
las alogénicas a un animal para inducir la sintesis de anticuer--
. pos especificos dirigidos contra las moléculas propias” (63):. .

2.5.3 GENETICA DEL HLA

El sistema HLA es muy coﬁplejo debido a su gran polimorfismo
genético. Los genes del sistema se heredan a la manera mendeliana
(£ig.7) (64).

Puesto que los genes se comportan como alelos, unicamente -~
un gene esta presente en cada locus, esto es, 3 en cada cromosoma.
De esta forma un par de cromosomas contienen 6 genes HLA y cada -
individuo tiene 6 antigenos, 2 de A, 2 de By 2 de C (series SD).
Se conocen aproximadamente, 60.antfigenos en las 3 series del con-
junto y cada serie puede contener al menos un antigeno no conoci-
do, denominado "blanco" o xl' x2 y x3 respectivamente. Lo anterior
se comprueba con el nGmero posible de fenotipos que asciende a va-
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rios millones (fig 8) (65).

I- Iy l“

< T 7

CNDTIBURRD  COHETIERIO® s A (ONAITEID IOV
1o ﬂgéf_% __Pew oL

fig 7 Herencia de Haplotipos HLA: a,b,c,d son 1osihaplo£ipds
HLA; 1,2 y 3 son del locus HLA-A y las 5,7 y 8 del ---
HLA-B.?= antfgeno sin detectar.

R
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b Aw 8uwn d At bs
benotipos :  HU-AIBUIS/AI0,801  WIA-NIO85/A4 89
Banofipos :  HA-Alo)l 8)888wn AN, 168,82
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Haplotipos Harewwos: € “A 19, 823 dﬁl/,as CAD,82y DA B8
erotipes :  HUFANBUSS/AIOBS AU, BUSSTALIS  ARBWIZ/INES Aoows /it
Hapblipos:  HA-A1040,8uS562) AL ALBU808 A1, BYRBR A ANBEOVA

fig. 8 Herencia de enticenos HLA
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2.6 EFECTORES DE LA RESPUESTA INMUNE

Entre 1944 y 1946, Medawar, al realizar aloinjertos:de:piel-
- observé que después de un corto perfodo de tiempo las células ~--
linfoides del huésped infiltraban el injerto y que algunas de --
éstas se transformaban en blastos; 12 dfas después, el tejido in
jertado se necrosaba y era reemplazado por un tejido cicatrizal.
Posteriormente efectué otro injerto proveniente del mismo dona--
dor al mismo huésped y observbd que el fenbmeno de rechazo se ace
leraba manifest&ndose en un perfodo de 6 a 10 dfas. En la Gltima
fase de este experimento, injert6 piel, pero ahora de otro dona-
dor y observd que el tiempo de rechazo era de 12 dfas. De lo an-
terior se dedujo que el rechazo de injerto se llevé a cabo por -
medios inmunolégicos cuyas caracteristicas eran el de ser especi
fico, inductible, y el de ser transferible (66).

Ahora se sabe que la respuesta de rechazo tiene componentes,
tanto humorales como celulares. El rechazo inmediato (hiperagudo)
o acelerado se manifiesta por depbsito de plaquetas y fibrina en
'los vasos del injerto. ademis de la invasién de granulocitos en-
los tejidos circunvecinos. El rechazo tardifo y lento se acompafia
de infiltracién del injerto por células mononucleares del hués--
ped. En el hombre, los antfgenos de histocompatibilidad asf como
" los antfgenos de grupos sangufneos se expresan en la superficie-
del endotelio vascular, lugar donde se efect@a la reaccibn hiper
aguda de rechazo mediada por anticuerpos(humoral). En el rechazo
tardfo mediado por céluilas (celular), el ataque celular es mayor
por los linfocitos y especificamente, linfocitos T sensibiliza--
dos con antfgenos del injerto. Estos lincocitos son citotbxicos
(Lit 1t 2+) y su especializacibn depende de los a;ountfgenos que
se expresen en el injerto (67, 68). .
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En el caso de:la sobrevida de:lbos injertos de islotes aislados,
se observa que en algunos casos es mis corta que en los transplan-
tes de 6rganos como corazén o rifiones. La razén a esto an permane
ce obscura, sin embargo se ha propuesto la existencia de antfgenos
especificos de tejido de islotes que contribuya a aumentar la in--
munogenicidad o bien que en el proceso de separacifn se desenmasca
ran antigenos de histocompatibilidad, lo que, experimentos de Naji
y colaboradores han desmentido (69); también se dice que existen -
leucocitos viajeros que se supone acompaiian al tejido del. donador.
Ideada por Snell, esta teoria nos habla de que los leucocitos via-
jeros potencian la capacidad de respuesta del huésped al formar un
mayor estfmulo inmunogénico (70) y se explica mediante el modelo -
experimental de doble sefial de Lafferty y Cunningham en el que se-
aduce que el estimulo antigénico no basta para que el linfocito T
se active sino que faltan otros componentes . Asf, la primera se--
fial para la estimulacibn del linfocito se efectGa al enlazarse el~
antfgeno con el receptor de la célula T. Una célula estimuladora -
(dencminada S+) provee una molécula inductiva o coestimuladora ---
(CoS) la cual dar8 la segunda sefial a la célula T para su activa--
cibén. En el casc concreto de los islotes pancredticos, presentan -
células "dendriticas" con antfgenos Ia’ o estimulador positivo - -
(demostrado con antisueros Ia) (71), hecho que se apoya con los re
sultados obtenidos al efectuar cultivo de 6rganos, donde se ha vis
to que disminuye la inmunogenicidad del 6rgano a transplantar (se~
observa una ripida degeneracifén del endotelio vascular y de los --
elementos sanguineos); adem&s que como los leucoc;tos presentan --
una cierta sensitividad téxica al oxfigeno, el cultivo los perjudi-
ca (72, 73, 74). Por otra parte, los experimentos con cultivos de-
islotes demuestran que a pesar de que &stos son sensibles al oxige
no en ciertas condiciones, la agrupacibn en cfimulos les confiere -
una mayor resistencia (75, 76).
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2.7 INMUNOSUPRESORES

A las sustancias cépaces de inhibir los procesos de inmunidad
especialmente la formacibn de anticuerpos se les denomina inmuno-
supresores. Su aplicacibn més importante es en lo referente a ~-=--
transplantes de 6rganos para evitar fenfmenos de rechazo. La mayo
ria de ellos son citotbxicos. -

El mecanismo de accibn consiste en blogquear la sintesis de --
dcidos nicléicos, en especial el DNA, con lo que se produce dafio-
celular. Entre ellos tenemos varios grupos:

a) Agentes alquilantes como la ciclofoifamida,que no son muy
potentes y si muy téxicos .

" b) Antimetabolitos del &cido f£6lico como el metotexato, son-
medianamente potentes.

¢) Antimetabolitos de las purinas que comprenden los agentes
inmunosupresores més potentes, como la mercapto purina y
azatioprina. ) ' :

d) Antimgtabolitos de las pirimidinas, no tan potentes como
los anteriores. C -

Los antimetabolitos ejercen su accién al competir con un me-
tabolito esencial en la formacifn de los dcidos nucl&icos. Se de
nominan también ciclopendientes ya que actfian sobre la_fase § ==
del ciclo mit6tico o de sintesis del DNA (77). Entre los antime-
tabolitos més empleados se encuentran la azatioprina y la mercap-
topurina, ya que prolongan la sobrevida de los transplantes rena-
les siempre 'y cuando su administracibén sea inmediata o bien, jun-
to con el transplante (78, 79). Otras sustancias utilizadas como
inmunosupresores han sido los corticosteroides, sueros antilinfo-
cfticos (ALS) y finalmente, la ciclosporina A (80).
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la Ciclosporina A ( C y A) es un metabolito extrafdo de 2 -
especies de hongos (Cylindrocarpun lucidium y Trichoderma polys-
porum). Es un polipéptido ciclico formado por 11 amino&cidos uno
Eg—igé cuales es Gnico. El undecapéptido es insoluble en agua, -
pero soluble en aceite y otros alcoholes (8l1). Su potente activi
dad antilinfocftica la sitfia como un potente inmunosupresor en -
animales, ya que inhibe la inmunidad humoral al reducir la forma
cién de la placa celular ademis de suprimir la inmunidad celular
en aloinjertos de piel (82). Por otra parte, los fdrmacos inmuno
supresores tienen la grave desventaja de favorecer, con su uso,-
infecciones al receptor, sobre todo por bacterias oportunistas y
hongos de tipo de Candida sp.
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-3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En virtud de que la diabetes mellitus es un padecimiento de-
etiologfa mGltiple, su prevalencia } nGmero de casos se incremen
ta afio con afio ademds, el hecho de que no exista un tratamiento-
efectivo para su control hace que las tasas de morbilidad y mor-
talidad aumenten en nuestro pafs. Por lo anterior, nos hemos mo-
tivado implementar y desarrollar, a nivel expefimental, el trans
plante de islotes pancre&ticos en ratas diab&ticas alogénicas, -
modelo que nos permitird conocer las dificultades técnicas y me=
todol6gicas que implica el transplante de islotes.
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4 OBJETIVOS.

4.1 Implementar la metodologfa para el transplante en un mode-
lo experimental alogénico, con diabetes mellitus inducida.

4.2 Obtener el nfimero de islotes viables necesarios y utilizar
como via de transplante, el sistema porta para asf corre--
gir el metabolismo anormal de los carbohidratos en la dia-
betes mellitus.

4.3 Desarrollar una técnica de cultivo de islotes pancreéticos
asf como el empleo de una terapia inmunosupresiva eficaz -
contra el rechazo para obtener un mejor control metab&lico
de la diabetes mellitus.
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5 HIPOTESIS

"El transplante alogénico por via intraportal, de islotes
pancredticos cultivados a una rata con diabetes mellitus
inducida, normalizard su glicemia y la terapia inmunosu-
presiva minima con ciclosporina A asegurard la viabilidad
del transplante"
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6 METODOLOGIA
6.1 OBTENCION DEL TEJIDO PANCREATICO

Para esta etapa se requirieron 50 ratas Long Evans de 4 me--
ses de edad y peso aproximado de 300 gr.

" Se tomb6 una rata Long Evans que se sacrific6 en una c&mara -
de &ter; se disecS por planos la pared abdominal hasta exponer -
el conducto biliar comln cerca del hilio hep&tico; se obturb el-
extremo distal del conducto biliar comun, cerca de su desemboca~
dura en el duodeno. En el extremo proximal del conducto, gon ayu
da del microscopio de diseccibn y equipo para microcirugfa, se -
hizo una pequefia incisién en el mencionade conducto y se introdu
jo un catéter muy delgado que se fij6 al conducto biliar, por el
catéter se pasaron 10 ml. de solucién de Hanks, tibia hacia'el -
péncreas con el objeto de destruir el tejido pancre§tico exodcri-
ho, posteriormente, se removif el péncreas distendido y se depo-
sit6 en una caja de Petri con solucién Hanks: frfa para despiiés-
fragmentarlo con tijeras, en trozos de 1 a 2 mm.

6.2 AISLAMIENTO DE ISLOTES. -

El péncreas fragmentado se coloc6 en un tubo con rosca y ta-
pbn estériles, con colagenasa tipo IV (Sigma) a una concentra---
¢i6én de 1000 U/ml. y un volumen equivalente a la mitad del volu-~
men ocupado por el tejido pancredtico; se agité durante 6 minu--
tos en bafio marfa a 37°C, posteriormente se agregaron 8 ml.-'de -
solucibn de Hanks. frfa péra lavar los islotes; luego se retira-
ron los islotes de incubacién y los centrifugamos a 1470g. duran
te 2 minutos, separamos los islotes y repetimos el paso anterior
2 veces m&s, variando las concentraciones de colagenasa a 500 --
U/ml. y 250 U/ml. respectivamente, con agitacién de 1 minuto ca-
da vez.
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6.3 PURIFICACION DE ISLOTES.

El paquete con los islotes obtenidos por digestifn con cola-
genasa se pasd por un gradiente de ‘Ficoll-Hypaque (Sigma) con-
una densidad de 1.08 gr/ml. y se centrifugbé a 800g. durante 10 -
minutos al cabo de los cuales se separaron los islotes ya purifi
cados (aproximadamente 400 por rata)

6.4 CULTIVO DE ISLOTES.

Los islotes purificados se cultivaron en medio RPMI-1640, a-
24°C, bajo una atmbésfera de 95% de aire y 5% de C02, durante 7 -
dias, con el objeto de disminuir el potencial inmunolbgico de =--
los islotes (leucocitos viajeros).

La vialidad de los islotes se constatd mediante: lo.Prueba -
de permeabilidad con azul de tripano. 2o0. Microscopia de luz =--
(tincidn de hematoxilina y eosina) 3o. Reto de islotes con gluco
sa para observar liberacidn de insulina in-vitro (Método RIA).

6.5. INDUCCION DEL ESTADO DIABETICO.

Se utilizaron 5 ratas Wistar de peso aproximado de 300-400gr
y edad de 4 a 5 meses.

A la rata se le administrd, previa determinacién de glucemia
en ayuno de 18 hrs., una dosis de aloxana (43.5 mg/kg.) por via-
intravenosa (vena de la cola). La confirmacibn del estado diabé-
tico se comprobd mediante las cifras de glucemia, hechas por es-
pacio de una semana y se seleccionaron solo aquellas cuyos valo-
res de glucemia fueron mayores o iguales a los 400 mg/dl.
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6.6 TRANSPLANTE DE ISLOTES PANCREATICOS.

Esta etapa, requeriri de 60 ratas Long Evans y 20 ratas -~-~
Wistar, machos de 4 a 5 meses de edad y peso aproximado de 350 a
400 gr., las ratas Wistar se emplearin para la induccibn de la -
diabetes y las Long Evans, para la obtencién de islotes pancref-
ticos.

A la rata considerada diabética (despufs de una semana con=-
glucemias mayores o iguales a 400 mg/dl.), se le anestesiarf con
. 8ter, se incidir§ la pared abdominal por planos hasta exponer la
vena porta; se disecars perfectamente esta vena y se ligar8 para
después perfundir los islotes pancrefticos cultivados (jeringa -
estéril con aguja para tuberculina), en un volumen aproximado de
0.5~1 ml. comc m&ximo; una vez perfundidos los islotes, con ayu-~
da del microscopio de diseccibn y equipo para microcirugfa, se ~
cerrard la incisibn hecha por la aguja en la vena porta, median-
te una pegufia sutura, al final del proceso, se suturar§ la pared
abdominal por planos, y se administrard una dosis de 5 mg/kg. de
peso de ciclosporina A (vfa intravenosa). lLa rata se colocari en
una jaula metabBlica. El éxito o rechazo del transplante se eva~
luar§ por la concentracidén de glucosa en sangre (método de gluco
sa oxidasa), por lo menos, durante 2 dfas consecutivos, conside-~
réndose exitoso cuando la glucemia descienda a valores normales.
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7 RESULTADOS
7.1 DBTENCION.. DEL TEJIDO PANCREATICO.

En esta etapa se emplearon 80 ratas Long Evans machos de 3~
4 meses de edad y peso aproximado de 200-300 gr.

Para conocer la morfologfa normal del pé&ncreas de rata, se
sacrificaron 5 animales de los que se obtuvieron los pincreas -
completos y se efectuaron cortes histologficos para tincifn con-
hematoxilina~-eosina en los que se pudo diferenciarel tejido exo
crino y el endocrino ya que en &ste, los islotes se obhervaron -~
con grénulos densos de color azul intenso

La perfusién del péncreas, para la obtencién de los islo--
tes, se llevé a cabo mediante 2 ¥ias: Una anterfgrada y otra re
vtrﬁgrada. En la primera el conducto biliar comGn se canaliz6 --
con una aguja para insulina en su extremo proximal y se obstru-
yo el distal. Para la perfusitn retrégrada, se canaliz6 el con-
ducto biliar comfin en su extremo distal y se ocluyS en el proxi
mal. Se opt6 por la via anterbgrada ya que la retrfigrada ofreci6
méltiples obsticulos para su canalizacibn y se disefi6 un caté--
ter de aproximadamente 0.5-1imm. de di&metro puesto gue con el -
empleo de la aguja para insulina se dafaba facilmente el conduc
to y el tejido pancredtico. Una vez que se encontraron las con-
diciones 6ptimas de perfusifn ( con 10ml. de sclucién de Hanks)
se trabajd con microscopio de diseccibn e intrumental para mi--
crocirugia. Al terminar la perfusibn del péncreas,se disect de-
los 6rganos adyacentes, se deposit6 en solucibn de Hanks frfa -
y se procedid a fragmentarlo con tijeras en trozos de 1-2 mm, -
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7.2 AISLAMIENTO DE ISLOTES

Se utilizaron 80 ratas Long Evans de 3-4 meses de edad y pe-
so aproximado de 200~300gr.

El p&ncreas fragmentado, se someti$§ a digestién con colage-
nasa tipo IV (Sigma) para lo cual se ensayaron diferentes con--
centraciones (2,500 y 3,000 U/ml., tiempo constante de 8 minu--
tos) y tiempos de exposicién (10 y 12 minutos, concentracién to
tal de colagenasa 1,750 U/ml.). Se selecciond el procedimiento-
descrit6 en el apartado 6.2 referente a metodologfa ya que con-
éste se obtuvo el menor dafio y el mayor rendimiento (evaluado-
mediante prueba de permeabilidad de membrana con azul de tripa-
no) (83).

7.3 PURIFICACION DE ISLOTES
Se precisaron 50 fatas Long Evahs con las caracteristicas -
de edad peso y talla descritas. '

La purificacibn de islotes se intentS mediante el empleo de
2 gradientes de densidad (1.08gr./ml.); uno a base de sacarosa-
(1.6 M) y el otro con ficoli-hypaque {(In-vitro). En ambos casos,
el paquete con los islotes aislados se depositaron en tubos de-
cristal de fondo cbnico con 5ml. de gradiente que se centrifuga
ron a 800g por 10 minutos (centrifuga refrigerada PRJ cabezal -
de 8ngulo libre, 30cm. de difimetro). Al finalizar la centrifuga
cibn, se obtuvieron 2 bandas en el gradiente de sacarosa no —--
bien diferenciadas y 3 bandas muy nitidas en el gradiente de fi
coll-hypaque. A cada una de las bandas de los 2 gradientes se -
les practic6 la prueba de permeabilidad con azul de tripano asi
como tincibn con hematoxilina-eosina y se observ6, en la banda-
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superior del gradiente de sacarosa, que el nfmero de islotes --
fué minimo ademis de haberse encontrado islotes no viables (in-
corporacién del azul de tripano_al citoplasma celular). Por ---
otra parte, en el andlisis de las bandas del gradiente de Ficoll-
Hypague se encontr6 un gran nGmero (400) de islotes viables en -
la banda central. En las otras bandas se encontraron solucién de
Hanks (la.banda) y fragmentos de islotes (3a.banda). En el fondo
del tubo se identificaron detritus celulares correspondientes a-
tejido glandular exocrino (fig.9).

Se selecciond el gradiente de Ficoll-Hypaque como método de
purificacibn de islotes.

7.4.CULTIVO DE ISLOTES

Para esta etapa se requirieron 100 ratas Long Evans (carac-
teristicas ya mencionadas) y se practicaron 20 cultivos con ---
aproximadamente 800 islotes por cultivo.

El medio de cultivo que se émpleo fué RPMI-1,640 al que se
" adiciond suero fetal de ternera (In-vitro) para proporcionar a-
los islotes un mejor sustrato adem&s de facilitar la adherencia
de &stos a la pafed inferior de la caja de cultivo (84); también
se adicionb una mezcla de antibibticos ( penicilina 100U-estrep-
tomicina 100mcg/ml.) para prevenir el desarrollo de agentes bac-
terianos. Al igual que otros autores, (%6) adicionamos al medio-
glucosa{ 8.33mM/ml.) pues se ha demostrado que con ello el islo-
te mantiene su funcionalidad en lo referente a secrecifn de in--
sulina.

Los primeros 8 cultivos se contaminaron por lo que pensa-=-

mos que la esterilizacibn del medio de cultivo no era la co---
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rrecta. Posteriomente se descart$ esta suposicién al no obser--
var desarrollo bacteriano ni mic6tico en un perfodo de 4 a 6 --
dfas de incubacifn de un medio testigo (carente de islotes pan-
credticos).

Se administr6 terapia a base de Kanamicina (6mg/kg/dfa) -
a las ratas durante 48 horas antes de la obtencién del tejido-
pancreftico con lo que se evit6 la contaminacién en los culti-
vos de islotes. Las condiciones &ptimas para el cultivo de is-
lotes fueron las ya seifialadas en el apartado 6.4 referente a -
metodologia. Es importante sefialar que al séptimo dfa de incu-
bacién los islotes permanecieron viables (prueba de permeabili
dad con azul de tripano) y conservaron su capacidad de secre--
tar insulina al retarlos con una carga de glucosa (27mM/ml.) -
ya que la concentracién final de esta hormona, mostré un incre
mento en relacién a la concentracifén basal.Sin embargo debido-
a la sensibilidad del radioinmunoandlisis (RIA) empleado, la -~
apreciacibn no fué€ cuantitativa.

7.5 INDUCCION DE LA DIABETES

En esta etapa se emplearon 5 ratas Wistar de 150-200grs. -
de peso y de 3-4 meses de edad.

Para la induccibn del estado diabético se les administré-
una dosis Gnica intravenosa (vena de la cola) de 43.5mg/kg de-
peso de aloxana, previa determinaci6n de glucemia (98 a 110 mg/
100ml, método GOD). La hiperglucemia se identific6 a las 24 hs.
de administrada la aloxana con cifras que oscilaron entre los -
400 y 500mg/100ml. y persistieron durante 14 dfas al cabo de --
los cuales se sacrificaron.
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Tiene importancia sefialar, que en 3 ratas con diabetes in-
ducida con aloxana se les practic$ un simulacro de transplante-
de islotes con solucién salina a manera de placebo (como se des
cribe en el apartado 6.6 referente a metodologfa) para evaluar-
el riesgo quir@rgico y las complicaciones trans y post operato-
rias con resultados del todo satisfactorios ya que se logr6 a--
bordar y perfundir el placebo por via intraportal sin complica-
ciones. Al 50. dia de post-operatorio, las ratas se sacrifica--
ron sin evidencia de infeccibn.

Debido a los sucesos del 19 de septiembre gue ocasionaron-
la pérdida casi total del Centro Médico Nacional y por ende del
Laboratorio delEndocrinologIa del Hospital de Pediatrfa, lugar-
en el que se llevaba a efecto este proyecto, la culminacién del
mismo no fué posible. ' '
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8 DISCUSION

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto el alto grado-
de complejidad que esta metodologfa implica en cada uno de sus-
fases, a la vez que realzan la importancia de que los animales-
de experimentacibn reunan las condiciones de trabajo estipula--
dos ya que, variaciones en el peso dificultan la canalizacién -
del conducto biliar comn (peso menor a 200 gr.) o impiden la ~
digestibn enzimdtica del tejido exocrino (peso mayor de 300 gr.)
por ser mds fibroso.

La perfusidn pancredtica por via retrégrada mostrd mayores-
problemas para la canalizacidn del conducto biliar com@n puesto
que &ste, en su extremo distal, es muy delgado y frédgil lo que-
facilita su ruptura con el bisel de la aguja ademés, al estar =~
incluido en la gléndula pancredtica, dificulta su sutura por lo
resbaloso del tejido. La perfusibn del pdncreas por via antero-
grada descrita por Lacy (33) presentd menor dificultad ya que -
en ella el conducto biliar comin se canaliza antes de que se in
terne en el péncreas, donde es de mayor calibre; para facilitar
la maniobra se disefi® un cat&ter de 0.5-1lmm. de didmctro y se -
trabajé bajo microscopio de diseccién y equipo para microciru--
gia lo que se tradujo, en una disminucibén de tiempo efectivo de
canulizacifén (5 minutos en promedio) y por ende, en menor dete-
rioro a los islotes.

La digestidn con colagenasa es, probablemente, la etapa me-
todolégica de mayor importancia, ya que segfin se ha schalado --
por diferentes grupos de trabajo (33, 85) de ella depende el --
gque se obtenga el mayor rendimiento celular y por lo tanto. la-
concentraciény eltiempo de exposicidn a esta enzima debe encami
narse a este fin. Por otra parte, debemos sefialar que todo el -
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proceso se debe efectuar en condiciones Sptimas de esterilidad -
(campana de flujo laminar, material de cristal, bata y guantes,-
asl como cubrebocas) y precisibn extrema en los tiempos de diges
"tibén puesto que cualquier error repercutiri en contaminacién, --
disminucién del rendimiento celular (menor nfinero de islotes ) o
bien, deterioro de la estructura y funcién del islote. En nues--
tras manos, el metodo para aislar los islotes mediante digestién
con colagenasa tipo IV (Sigma) di6 buenos resultados (350-400 is
lotes por rata) sin embargo, se suprimié la Gltima digestién de-
bido a que el rendimiento celular fué minimo (10) y el dafio al -
islote ma&or observado en la incorporacifn de Azul de tripano al
citoplasma de las células.

En la purificacién de islotes, se prob6 el gradiente de sa-
carosa por su accesibilidad y bajo costo, pero debido a la esca
sa diferenciacién de sus bandas aunado al hecho de su alta osmo
laridad, perjudicial a las células, se descartd su empleo. Con-
el empleo de este gradiente se obtuvo un rendimientc bajo —-—
(aproximadamente 150 islotes por péncreas de rata) ademds de al
teraciones importantes en su estructura (incorporacién de azul-
de tripano) hecho también reportado por otros autores (86). Por
otra parte, con el ficoll-hypaque como ya se sefialé en resulta-
dos, el rendimiento celular fué de 350-400 islotes, libres de -
dafio estructural (no hubo incorporacién de azul de tripano en -
su citoplasma) hecho que concuerda con lo reportado por otros -
grupos de trabajo(87)

Para el cultivo de islotes se han reportado diferentes méto
dos (88}, entre los que destaca, la incubacién de islotes a con
centraciones altas de oxfgeno (73). El método que empleamos —---
(apartado 6.4 referente a metodologfa) fué simple y accesible a
nuestras posibilidades, sin embargo, como quedo sefialado en re-
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sultados, los primeros 8 cultivos desarrollaron crecimiento bac-
teriano entre las 24 y 48 hrs. de incubacién, hecho al que no se
encontr$é explicacibn aparente ya que las condiciones de trabajo-
eran las Sptimas en esterilidad; en tal virtud, se plante6 la po
sibilidad de contaminacifn de la rata desde el bioterio y se pro
cedif a dar a las ratas un tratamiento a base de Kanamicina 48 -
horas antes de obtener los islotes, con lo que se evit6 el desa-
rrollo bacteriano de los cultivos durante el perfodo de incuba--
cién. Creemos por lo tanto, que debe tenerse en mente la posibi-
lidad de contaminaci®én en el bioterio, del animal de experimenta
cibn.

La capacidad del islote de secretar insulina después de 7 --
dfas de incﬁbacién, se valor6 al agregar al medio de cultivo una
concentracifén conocida de glucosa como ya lo reportd Anderson --
(76) . Los islotes incrementaron la concentracibn de glucosa en -~
el medio después de dicha exposicibn, sin embargo este cambio no
fué cuantificado debido a la falta de sensibilidad del radioinmu
noanilisis para insulina (Cis), para esto, se requerir§ modifi--
car las condiciones del raioinmunoensayo de forma tal que mejo-
remos su sensibilidad o bien emplear antigenos y anticuerpos de
rata.

La inducéién de la diabetes mellitus con aloxana fué acorde-
con lo ya réportado* y el simulacro de transplante de islotes --
pancreiticos por via intraportal a estas ratas con hipergluce---
mias de 400 a 500 mg/100ml., nos permiti6 conocer los problemas-
técnicos quirGirgicos con ello relacionados, ademds, es importan-
te seflalar que el l40. dfia post-quirlrgico no se presentaron nin
guna de las complicaciones esperadas por su frecuencia (hiperten
sibn, sangrado e infeccibn entre otras.)

(*) (Apartado 7.5 del inciso correspondiente a Resultados)
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La metodologia expuesta y discutida al igual que los proble
mas resueltos en su implementacidn son la base para el trans---
plante de islotes pancre&ticos alogénicos en ratas con diabetes
mellitus inducida, objetivo principal de esta tésis, pero que -
por los acontecimientos acaecidos en septiembre del afio pasado-
nos vimos imposibilitados de llevar a cabal realizacibn.
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9 CONCLUSIONE::

9.1 La perfusifn del pSncreas por via anterfgrada bajo micros-
copio de diseccibn y equipo de microcirugfa, facilita la disec
cifn pancreitica, a la vez que destruye el tejido exocrino y -
de esta manera, cocadyuva a la digestidn enzimitica.

9.2 La digestibn enzimitica del péncreas exocrino con colagena
sa tipo IV realizada en forma r&pida y minuciosa, proporciona-
un alto rendimiento de islotes pancredticos sin menoscabo de -
su estructura y funcibn, ’

9.3 La purificacibén de islotes pancre&ticos con un gradiente -
de ficoll-hypaque permite recuperar, sin dafio alguno, aproxima
damente el 95% de los islotes aislados, libres de tejido exo~-
crino u otros contaminantes. : '

9.4 La incubacibn del cultivo de islotes pancredticos durante-
7 dfas en un medio adecuado, preserva la estructura y funcidn-
del islote hasta el momento del transplante por via intrapor--
tal a un receptor (rata) con diabetes mellitus inducida con -~
aloxana.

9.5 La induccifn con aloxana de diabetes mellitus experimental
es un modele rdpido y eficaz para el estudio de dicha enferme--
dad nosolégica

9.6 Es factible el transplante de islotes por via intraportal-
en un modelo aleogénico de ratas con diabetes mellitus inducida

con aloxana.

Se piensa que establecidas las condiciones ideales de traba
jo, el transplante de islotes pancreiticos alogénicos a una ra
ta con diabetes mellitus inducida es capaz de revertir el esta-
do diabético.
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