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RESUMEN

El presente trabajo se desarroll6 con el fin de evaluar una nueva via de administracién para
el transplante de células hibridas, obtenidas por electrofusion de células insulares
pancredticas de un donador sano con células dérmicas del receptor diabético.

Se utilizaron ratas macho wistar, las cuales se distribuyeron en cuatro grupos de cuatro
sujetos cada uno: Grupo 1, control sano; Grupo 2, control diabético; Grupo 3, animales
transplantados con la mezcla celular sin fusionar; Grupo 4, animales transplantados con
células fusionadas. Para obtener las células dérmicas, se extrajo un fragmento de piel de la
region interescapular, el cual se sometié a una solucién de tripsina en frio al 0.25% a 4 °C
por 24 hrs. Las células B se realiz6 por medio de la técnica de Lacy-Kostianosvsky,
modificada por Hiriart y Ramirez Meléndez. Para adquirir los hibridos, las células dérmicas
y las células B se mezclaron en proporcién 1:1 y posteriormente se sometieron a un pulso
de corriente alterna de 15 segundos de 10 Volts RMS de 0.5 MHz. La fusién fue realizada
con un pulso de corriente de 1 milisegundo de 300 Volts.

Los animales de los grupos 3 y 4 fueron sometidos al trasplante 5 dias posteriores de
diagnosticada la diabetes, la cual se indujo con aloxan (150 mg/kg) Para su observacion se
tomaron en cuenta los signos clinicos: (peso, ingesta de alimento, ingesta de agua y
diuresis) y los pardmetros bioquimicos: (glucemia basal, colesterol, triglicéridos, urea y
creatitnin). Todos los pardmetros se midieron a los 0, 15, 30 y 45 dias

Durante el seguimiento, los animales del grupo 1 mantuvieron sus valores dentro de los
rangos normales, el grupo 2 mostro un cuadro de diabetes franca durante toda la
observacion, sin mostrar mejoria en ninguno de los pardmetros medidos, con una tendencia
a empeorar su estado de salud. Los animales del grupo 3 presentaron una mejoria a los 15
dias de haberse realizado el transplante, manteniendo sus valores entre los dos grupos
control, sin embargo estos se deterioran para el dia 45 de la observacion. El grupo
transplantado con hibridos, presenté un comportamiento similar al grupo 3 en la mayoria de
los pardmetros, mostrando una mejoria en su cuadro clinico y bioquimico a los 15 dias del
transplante, mejorando atin mds en pardmetros como peso corporal, ingesta de alimento,
ingesta de agua y diuresis. Mientras que en la secrecion de insulina no se presentaron
diferencias significativas en los grupos 3 y 4.

Los resultados muestran que es posible mejorar el cuadro diabético a los 15 dias de haberse
realizado el transplante en el animal receptor, por via hématica de células insulares
pancredticas de un donador sano electrofusionadas con células dérmicas del sujeto receptor.

Palabras clave: Diabetes mellitus, transplante por via hématica, células hibridas,
electrofusion.



INTRODUCCION
1. PANCREAS DE LOS MAMIFEROS

El pancreas es un 6rgano que todos los vertebrados presentan. En las especies inferiores, su
distribucién tiende a ser difusa, y en las formas superiores es mas compacto (1,2). El
pancreas es una gldndula mixta de componentes exdcrinos y enddcrinos que juegan un
papel esencial en el rol de la digestion y el metabolismo (3,4).

La porcién exdcerina estd compuesta por el tejido acinar, que participa en de la digestion, ya
que secreta enzimas digestivas al duodeno. Los islotes de Langerhans constituyen la
porcién enddcrina que influye en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas
mediante la secreciéon de hormonas (3,5,6,7). La estructura basica del péancreas se
esquematiza en la figura 1.

Los islotes, pancredticos fueron descubiertos por Paul Langerhans en 1869. Comprenden
entre el 2 y 3% de la masa total del pancreas y estan distribuidos a través de todo el érgano
localizandose en mayor cantidad en la cola del mismo. El tamafio y el numero de los islotes
varia de acuerdo a la especie, en pancreas de rata adulta el tamaiio de los islotes va desde
50 a 500 pm y se calcula que en total hay 10,000, cada uno con aproximadamente 3000

células (6).
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Figura 1: Péncreas
1.1 Estructura del islote Pancreatico

Los islotes pancredticos consisten de cordones anastomosados de células ovoides de 75 x
175 um aproximadamente cercanos a un estroma prominente de tejido vascular, rodeados
de una membrana basal. Esta estructura constituye el tipico patrén endécrino en el cual
cada célula tiene acceso directo al menos a un capilar, lo que permite la rapida transferencia
de las hormonas secretadas hacia el sistema vascular (7). En la figura 2 se observa un islote.



Los islotes contienen tres tipos principales de células, alfa (a), beta (f) y delta (J), que se
distinguen entre si por sus caracteristicas morfolégicas y por su distribucién en el islote.
Las células B, que constituyen aproximadamente el 60 a 75% de todas las células, estdn
situadas en el centro de cada islote y secretan insulina. Las células a, aproximadamente el
25% del total, secretan glucagén. Las células 6 constituyen alrededor del 10% del total y
secretan somatostatina y se localizan en la periferia del islote (3,4,5,6,7). Ademads, en los
islotes existe por lo menos un tipo mds de célula, la célula PP, en escasa cantidad, y que
secreta una hormona de funcién incierta denominada polipéptido pancredtico (3).

Figura 2: islote pancreatico

Se distinguen tres tipos bdsicos de islotes: a) islote policelular, formado de todas las células
endocrinas establecidas; b) islote bicelular conteniendo solo células oy o células By 9; ¢)
islotes monocelulares, constituidos inicamente por células 3 (8).

1.2 Célula p Pancreatica

Las células B de varias especies de mamiferos se caracterizan por la presencia de un nicleo
granular paracristalino, separado por una membrana agranular.

Las células B vecinas pueden intercambiar iones y pequeiias moléculas a través de uniones
comunicantes, las cuales estdn heterogéneamente distribuidas tanto entre células homdlogas
como heterélogas (9,10). La glucosa, el calcio y el AMPc tienen influencia en la
configuracidn, el nimero y la permeabilidad de estas uniones comunicantes (10,11). En los
sitios donde las células hacen contacto se han encontrado gran cantidad de
microvellosidades.

Las células B muestran diferentes signos de polaridad. Al microscopio, la organizacién
celular nos muestra grupos de 8 a 10 células cuyos polos apicales dan hacia el capilar. Los
granulos secretores se encuentran generalmente acumulados hacia el polo secretor y
contienen toda la insulina (9, 12).

La ultraestructura de la célula B se conoce por estudios de microscopia electrénica,
comparte muchas caracteristicas propias de las células que secretan un polipéptido, con la
caracteristica distintiva de presentar grandes cantidades de granulos formados por
membrana que sirven de reservorio para la insulina (alrededor de 30 pg/cel) (12)



Ademds de secretar insulina, la célula B contiene alrededor de 100 matrices granulares y
proteinas de membrana de distintos tamafos cuyas funciones no se conocen en su totalidad,
los componentes que quiza sean mds interesantes desde el punto de vista fisioldgico son:
Amilina, tiene una presencia del 5% en relacion a la insulina y se localiza en el nicleo del
granulo de la célula . Se ha discutido mucho sobre la posible relacion en la etiologia de la
Diabetes Mellitus tipo 2 ya que se ha reportado que inhibe la secrecion de insulina dentro
de islotes aislados (12).

Betagranina (1-3%) se sugiere que puede estar involucrada en la secrecion de las proteinas
secretadas dentro de los granulos. Estos granulos contienen ademds enzimas responsables
de la conversion de proinsulina a insulina, asi como una ATPasa que facilita su
funcionamiento (12).

Acido 'y - aminobutirico (GABA) sintetizado a partir de dcido glutdmico actia como un
neurotransmisor inhibitorio que abunda en el sistema nervioso central y se ha encontrado
que puede o no afectar la secrecién de insulina.

Recientemente se ha observado que la célula [ sintetiza y secreta factor de crecimiento
neuronal (NGF) un polipeptido que estimula la secrecion de insulina ya que aumenta la
densidad de corrientes de sodio y de calcio (11).

1.3 La Molécula de la Insulina

La insulina fue la primera proteina en que se comprobd la existencia de accién hormonal, la
primera proteina cristalizada, la primera en que se determind la secuencia de aminoécidos,
la primera sintetizada por técnicas quimicas, la primera en que se demostré6 que era
sintetizada como una molécula precursora mds larga y la primera preparada para uso
comercial mediante la tecnologia de recombinacion del ADN (5, 12).

La insulina biol6gicamente activa es una molécula que pesa 6KDa y consta de dos cadenas
de polipéptidos (1): la A (21 amino4cidos) y la cadena B (30 aminoécidos) unidas por dos
puentes disulfuro intercatenarios en A-Cys’ / B-Cys’ y A-Cys® /B-Cys'®. También hay un
puente disulfuro intracatenario en A—Cys6 /A-Cys'! (12,13,14). La estructura de la insulina
se muestra en la figura3.

Molécula Insulina
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Figura 3: Molécula de insulina.



La molécula de la insulina estd altamente conservada en la evolucién de los vertebrados
superiores; la estructura del gen es similar en muchas especies (9). El gen estd formado por
3 exones y 2 intrones. En el exén 1 se hallan péptidos sefial. El exén 2 contiene secuencias
codificantes como el péptido sefal, la cadena B y parte del péptido C, el exén 3 codifica la
parte restante del péptido C, la cadena A y la secuencia 3" (12,13).

El producto final de la transcripcion del gen de la insulina es un acido ribonucleico
mensajero (mMRNA) cuya traduccién da lugar a la pre-pro-insulina, que es un polipéptido de
11.5 KDa y es el prototipo de péptidos que se procesan a partir de moléculas precursoras
mads grandes. La secuencia hidréfoba de 23 aminodcidos pre o secuencia lider, es una sefal
que permite su descarga al reticulo endopldsmico rugoso, donde enzimas proteoliticas
segmentan la pre-pro-insulina en pro-insulina y remueven el péptido sefal (13).

La pro-insulina es un péptido de 9KDa que contiene la cadena A y B de la insulina (de 21 y
30 residuos de aminoécidos respectivamente) unidas por el péptido C (30-35 aminoécidos).
La pro-insulina es transportada por microvesiculas al aparato de Golgi donde es
empaquetada en vesiculas limitadas por membranas que contienen una bomba de protones
dependiente de ATP (12,13)

La biosintesis de la pro-insulina es controlada por multiples factores, como nutrimentos,
neurotransmisores, hormonas y actividades de cinasas de proteina. La conversién de pro-
insulina en insulina es iniciada en el aparato de Golgi, al llegar a la cisterna cis del aparto
de Golgi las vesiculas provenientes del reticulo endoplasmico rugoso se fusionan con la
membrana, viajan a la siguiente cisterna y se fusionan con la membrana, este proceso se
repite hasta llegar al polo trans, en donde la proinsulina serd incorporada dentro de los
granulos secretorios en donde se lleva a cabo la conversién a insulina (12). Al menos el
95% de la pro-insulina se convierte en insulina y péptido C antes de entrar al sistema
sanguineo.

Durante la exocitosis los granulos secretores se mueven hacia la membrana plasmatica, por
medio de los microtibulos. La fusién entre la membrana que rodea al granulo y la
membrana celular permite el desarrollo del poro a través del cual la insulina es liberada
hacia la sangre (13).

Una vez liberada la insulina al torrente sanguineo sus efectos son mds notorios en aquellas
células blanco con mayor cantidad de receptores a la hormona, que son: hepatocitos, células
adiposas y células musculares.

Otras de las funciones de la insulina son:

a) Promover el transporte activo de la glucosa y la entrada de amino4cidos a la célula.

b) Estimular indirectamente la activacion de las vias metabdlicas para glucdlisis,
lipogénesis, sintesis de glucégeno, de colesterol, de proteinas y de dcidos nucleicos.

c) Estimular el almacenamiento de triglicéridos y glucégeno.

d) Inhibir la glucogendlisis, la lipdlisis, la gluconeogénesis, la formacion de urea, asi
como disminuir la velocidad de degradacién de proteinas.



2 DIABETES MELLITUS

2.1 Definicion

La diabetes mellitus se puede definir como un grupo de enfermedades metabdlicas, que
involucran alteraciones de los procesos bioquimicos de los carbohidratos, grasas y
proteinas, cuyo factor comun es la hiperglucemia, ocasionada por la perdida parcial o total
de la secrecion de insulina o falta de accion de ésta. La hiperglucemia crénica ocasionada
por la diabetes mellitus provoca a largo plazo dafio, disfuncién y falla de varios 6rganos;
especialmente ojos, rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineos (14,15).

Debido a los diferentes criterios diagndsticos y las caracteristicas socioeconémicas de los
pueblos, la diabetes mellitus es dificil de catalogar; sin embargo en muchos paises
representa la tercera causa de muerte después de las enfermedades cardiovasculares y
oncoldgicas (13,14,15).

El diagnéstico de diabetes mellitus se establece cuando una persona tiene valores elevados
de glucosa en la sangre, también cuando se han determinado sintomas como aumento de la
sed (polidipsia), incremento en las ganas de orinar (poliuria) o el aumento de hambre
(polifagia), o si existen factores de riesgo caracteristico como antecedentes familiares de
diabetes, obesidad, infecciones frecuentes o cualquier otra complicacién relacionada con la
diabetes.

2.2 Clasificacion

La clasificacion aceptada por los especialistas en este campo es la del Comité de expertos
(14). Este comité distingue cuatros grupos principales:

Diabetes Mellitus tipo 1 (Antes diabetes mellitus dependiente de insulina o DMDI), donde
ocurre la destruccién autoinmune de las células B por parte de linfocitos T, en la mayoria de

los casos.

Diabetes Mellitus tipo 2 (Anteriormente conocida como no insulinodependiente o
DMNID). Deficiencia relativa de insulina con resistencia a su accion en diferentes grados.

Otros tipos especificos. Grupo heterogéneo formado por alteraciones diversas.

Diabetes Mellitus Gestacional (DMG). Caracterizada por hiperglucemia en la segunda
mitad del embarazo, debida a insuficiencia insulinica temporal.



2.3 Criterios para el Diagnéstico de la Diabetes Mellitus

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) calcula que en la actualidad hay 171 millones
de pacientes diabéticos en el mundo y que este niimero podria duplicarse para el 2025. Eso
se atribuye, ademds de algunos factores genéticos, al hecho de que los humanos hemos
cambiado nuestro estilo de vida (19, 23).

Los criterios para el diagnostico de diabetes mellitus fueron publicados por el comité de
expertos de la organizaciéon mundial de la salud (OMS) (14), y son los siguientes:

1. Sintomas de diabetes mds una glucemia casual mayor o igual a 200 mg/dL (11.1
mmol/L). Casual es definido como en cualquier momento del dia sin respetar el tiempo
desde la dltima ingesta. Los cldsicos sintomas de diabetes incluyen poliuria, polidipsia,
y pérdida de peso sin razén aparente.

2. Glucosa plasmética en ayuno igual o mayor a 126 mg/dL (7 mmol/L). El ayuno es
definido como la no ingesta caldrica de por lo menos 8 horas.

3. Glucosa plasmética a las 2 horas mayor o igual a 200 mg/dL (11,1 mmol/L) durante la
prueba de tolerancia oral a la glucosa. Este test debe ser realizado como fue descrito por
la OMS, usando una carga de glucosa que contenga un equivalente a 75 g de glucosa
anhidra disuelta en agua.

Existe un grupo intermedio de sujetos cuyo nivel de glucemia no retne los criterios para
diabetes pero es muy alto como para considerarlo normal. Este grupo se define de acuerdo a
la glucemia de ayuno, en tres categorias:

1. Glucemia en ayuno normal: menor a 110 mg/dL

2. Intolerancia a la glucosa: glucemia en ayuno mayor o igual a 110 mg/dL. o menor a 126
mg/dl.

3. Diagnéstico provisional de diabetes: Glucemia en ayuno mayor de 126 mg/dL. (El
diagnéstico debe ser confirmado con una curva de tolerancia a la glucosa)

Las categorias correspondientes cuando se usa la prueba de tolerancia a la glucosa via oral

son los siguientes:

1. Tolerancia normal a la glucosa: cuando a las 2 horas posteriores a la carga presenta
glucemia < 140 mg/dL (7,8 mmol/L)

2. Intolerancia a la glucosa: cuando a las 2 horas posteriores a la carga presenta glucemia
mayor o igual 140 mg/dL (7,8 mmol/L) y menor a 200 mg/dL (11,1 mmol/L)

3. Diagnéstico de diabetes confirmado: cuando a las 2 horas posteriores a la carga presenta
glucosa > 200 mg/dL (11,1 mmol/L)



2.4 MANIFESTACIONES BIOQUIMICAS

Histéricamente, la insulina se ha relacionado con el “azicar de la sangre”, y es cierto que la
insulina ejerce poderosos efectos sobre el metabolismo de los hidratos de carbono. Sin
embargo, son las alteraciones del metabolismo de las grasas, que provocan trastornos como
la acidosis y la arterosclerosis, las que constituyen la causa habitual de muerte del paciente
diabético. En pacientes con diabetes prolongada, ademds se presenta disminucién de la
capacidad de sintetizar proteinas, emaciacién de los tejidos, asi como muchos trastornos
funcionales celulares. Por tanto, estd claro que la insulina afecta al metabolismo de los
carbohidratos pero también el de grasas y proteinas.

Efecto de la insulina sobre la regulacion de la glucosa

Cuando la concentracién de glucosa se eleva en exceso, se secreta insulina; la insulina a su
vez hace que la glucemia descienda hacia la normalidad. En condiciones normales es
importante que la concentracion de glucosa no se eleve en exceso por tres razones: primero,
la glucosa ejerce mucha presiéon osmoética en el liquido extracelular, y si su concentracién
se eleva en exceso, puede provocar una considerable deshidratacion celular. Segundo, una
concentracion excesiva de glucosa en la sangre hace que se pierda por la orina. Tercero,
esto provoca en los rifiones una diuresis osmaética, que puede causar reduccién de liquidos y
electrolitos del organismo.

Efecto de la insulina sobre la regulacion de las grasas

Todos los aspectos de la degradacion de las grasas y su utilizaciéon como fuente de energia
estan notablemente facilitados por la ausencia de insulina. En los triglicéridos, que son la
forma habitual de almacenamiento, el efecto mds importante es que la enzima lipasa
sensible a hormona se activa energéticamente por la ausencia de insulina, lo que provoca
hidrdlisis de los triglicéridos almacenados, con lo que se liberan grandes cantidades de
acidos grasos y de glicerol a la sangre circulante. En consecuencia la concentraciéon
plasmatica de acidos grasos libres comienza a elevarse. Estos se convierten en el principal
sustrato de energia utilizado por casi todos los tejidos del cuerpo a excepcion del encéfalo.

El exceso de 4cidos grasos en el plasma también promueve la conversién de parte de los
acidos grasos en fosfolipidos y colesterol, lo cual tiene una accién importante en acelerar el
desarrollo de enfermedades vasculares (arteriesclerdsis) que representa una importante
complicacion a largo plazo.

Efecto de la insulina sobre la regulacion de las proteinas

En general la insulina tiene un efecto anabdlico sobre el metabolismo proteinico, pues
estimula la sintesis de proteinas y retrasa su degradacién. En ausencia de esta hormona el
almacenamiento de proteinas se detiene; cuando la insulina no estd disponible, el
catabolismo proteico aumenta, la sintesis proteica se para, y el plasma es inundado por
grandes cantidades de aminodcidos y la mayor parte de este exceso se utiliza directamente
para obtener energia o como sustrato para la gluconeogénesis. Esta degradacion de
aminodcidos también provoca un aumento de la excrecion de urea por la orina.



La pérdida de proteinas resultante es uno de los efectos mds graves de la diabetes mellitus.
Puede determinar una extrema debilidad, asi como alteracion de muchas funciones de los
organos.

2.5 Epidemiologia

En el mundo existen alrededor de 171 millones de diabéticos y se estima que llegardn a 370
millones en 2030. La mayoria vive en paises en desarrollo y cerca del 80% de los afios de
vida perdidos por discapacidad a causa de la diabetes mellitus ocurre en los paises pobres.
Para el aiio 2000 se calcul6 que el nimero de pacientes diabéticos en América era de 35
millones, cifra que se incrementard a 64 millones en 2025; 52% de los pacientes diabéticos
en el continente viven en América Latina y el Caribe, y esa proporcion crecerd a 62% en
2025. El problema se magnifica al constatar que al menos un tercio de las personas con
diabetes mellitus en América latina desconoce su condicion de enfermo (18).

La situacién en México es parecida al resto de los paises en desarrollo en cuanto a la
magnitud del problema, aunque las cifras varian de acuerdo con la fuente, el nivel de
atencion, la poblacion de referencia, el tipo de diagndstico, los criterios de clasificacion,
etcétera.

En la Encuesta Nacional de Enfermedades Croénicas (ENEC-1993) se informdé una
prevalencia general de 8.2% y 21% en los adultos de 60 a 69 afios. La Encuesta Nacional
de Salud II (ENSA-II, 1994) indicé una prevalencia de diabetes mellitus de 9% para la
poblacién mayores de 60 afios, y una tasa de morbilidad percibida de diabetes de dos por
cada 1000 habitantes, para ubicarse entre los principales problemas de salud reportados, ya
que 2% de las personas la identific6 como un problema de salud en los ultimos quince dias
previos a la encuesta. Por otro lado, la Encuesta Nacional de Salud (ENSA-2000) registrd
una prevalencia general de diabetes mellitus de 7.5% en la poblacién mayor de 20 afios.

Como causa de morbilidad, la diabetes mellitus tipo 2 produjo 287 180 casos nuevos en el
afio 2000, ocupando el duodécimo lugar dentro de las 20 principales causas de enfermedad
en el pais (23).

La morbilidad por diabetes mellitus en México se elevd de 39 a 49 por cada 100 mil
habitantes entre 1985 y el afio 2000, y hoy ocupa los primeros lugares como causa de
muerte tanto entre hombres como en mujeres, y provoca una cantidad muy importante de
aflos de vida productiva perdidos.

En el Instituto Mexicano del Seguro Social, la diabetes mellitus fue responsable de 5% de
las consultas de medicina familiar durante 2002; generd 62 745 egresos de diabéticos lo que
representa 3% del total de pacientes y provocd 17 042 defunciones, equivalente a 18% del
total de las defunciones en la institucidn. La diabetes ocupo el primer sitio como causa de
muerte en las mujeres y fue responsable de 20% en este grupo, mientras que en los hombres
se ubica en el segundo lugar y es responsable del 15% de las defunciones.



2.6 Patogenia de la Diabetes Mellitus Tipo 1

Se define a un paciente con diabetes mellitus tipo uno, cuando la mayoria de las células 3
se encuentran destruidas; aunque se desconocen bien los detalles, este fendmeno se atribuye
a procesos autoinmunitarios (16).

El desarrollo de este tipo de diabetes mellitus se distingue principalmente por cinco
eventos: los dos primeros son la susceptibilidad genética a la enfermedad y el factor
ambiental (47), otro de los eventos es la respuesta inflamatoria del pancreas (insulinitis),
con infiltraciéon de los islotes de Langerhans con monocitos, macréfagos y linfocitos T
activados. El cuarto evento, es la alteracién de la superficie de la célula B por lo que el
sistema inmune ya no la reconoce como propia, lo que genera una respuesta inmunitaria
provocando la aparicion de anticuerpos citotoxicos. El dltimo evento es la destruccion de la
célula B y la aparicién de diabetes mellitus (16,20).

2.7 Patégenia de la Diabetes Mellitus Tipo 2

Anteriormente conocida como no insulino dependiente (DMNID), es la forma mas comun
de esta enfermedad, ya que la presentan el 95% de los pacientes con diabetes, se caracteriza
por presentarse en personas adultas, con obesidad e hipertension arterial esencial.
Clinicamente presenta los siguientes rasgos: alta frecuencia familiar y aparicién clinica
relativamente tardia (15). En la DM tipo 2 aun no es posible proponer un esquema unitario
que considere todos los hechos conocidos para explicar el desarrollo de la enfermedad.

Los dos hechos fisiopatoldgicos en este tipo de diabetes se integran en una sola hipétesis,
aun cuando sigue sin dilucidarse si aparece primero la resistencia a la insulina o la
insuficiencia de su secrecién pancredtica. La hipdtesis predominante sostiene que primero
aparece la resistencia a la insulina, tal vez con mediacién genética, y que varios de los
estados de resistencia a la insulina, como la obesidad y la hipertension arterial esencial son
factores prediabéticos, en los que la hipersecrecion pancredtica compensa la resistencia a la
insulina. Cuando la reserva “pancréatica” comienza a agotarse aparece la intolerancia a la
glucosa, y cuando las células insulares se vuelven del todo incapaces de satisfacer esta
demanda aumentada de insulina aparece la hiperglucemia en ayunas y la diabetes franca
(15,16).

2.8 Manifestaciones Clinicas

Los primeros sintomas de la diabetes se relacionan con los efectos directos de la alta
concentracion de glucosa en sangre. Cuando este valor aumenta por encima de los 160 a
180mg/dL, la glucosa pasa a la orina. Si el valor es ain maés alto, los riflones secretan una
cantidad adicional de agua para diluir las grandes cantidades de glucosa eliminada. Dado
que producen orina excesiva, se eliminan mayores volimenes de orina (poliuria) y, en
consecuencia, aparece una sensacion anormal de sed (polidipsia). Asimismo, debido a la
incapacidad de la glucosa para entrar a las células, se produce una pérdida de peso y, a
modo de compensacion, la persona siente a menudo hambre exagerada (polifagia) aunado a
otros sintomas que comprenden visién borrosa, somnolencia, nduseas y una disminucion de
la resistencia durante el ejercicio fisico (16,17).
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La diabetes mellitus tipo 1 suele comenzar antes de los 40 afos, los sintomas se inician de
forma stbita, con poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso que se desarrolla a lo
largo de varios dias. La insulina plasmética esta disminuida o ausente y los niveles de
glucagoén pueden ser elevados pero disminuibles por la administracién de insulina (15,16).

La diabetes mellitus tipo 2 se inicia en edades avanzadas o intermedias, generalmente el
paciente es obeso y los sintomas pueden no manifestarse durante afos o décadas. Cuando la
deficiencia insulinica progresa, los sintomas comienzan a manifestarse. Al principio, el
aumento de la miccién y de la sed son moderados, auque empeoran gradualmente con el
transcurso del tiempo. La cetoacidosis es una afeccion rara, sin embargo las
descompensaciones suelen evolucionar hacia un sindrome de coma no cétosico
hiperosmolar (15,16).

2.9 Tratamiento

El objetivo principal del tratamiento de la diabetes es mantener los valores de azicar en la
sangre dentro de los valores normales tanto como sea posible (16).

Existen algunos métodos que pueden llegar a prevenir, la diabetes mellitus ya que hay
varios factores asociados con el estilo de vida que modifican de manera importante el
riesgo: dieta sana,la cual debe ser balanceada y variada, con porciones pequeflas para
favorecer la pérdida de peso y, en la medida de lo posible deben evitar periodos largos de
ayuno, ya que estos disminuyen el metabolismo y favorecen la resistencia a la insulina.
También es recomendable hacer ejercicio diariamente por lo menos 30 minutos al dia, y
dejar de fumar.

En la actualidad se cuenta con una gran variedad de medicamentos para controlar los
niveles de glucosa en la sangre, estos son: agentes antidiabéticos orales: sulfonilureas,
biguanidas, repaglinida, nateglinida, inhibidores de la a-glucosidasa, tiazolidinedionas y las
presentaciones combinadas de sulfolinorea/biguanida. Su empleo es necesario cuando la
dieta y el ejercicio no son suficientes para alcanzar las metas del tratamiento. El uso de
insulina, se requiere para la sobrevivencia de los pacientes con diabetes mellitus tipo 1, ya
que tienen una deficiencia absoluta de secrecion de esta hormona (16).

2.10 Complicaciones Agudas

Dentro de las complicaciones agudas se encuentran principalmente la cetoacidosis diabética
y el sindrome hiperosmolar no cétosico. La primera es una complicacion de la diabetes
mellitus tipo 1 y la segunda suele ocurrir en la diabetes tipo 2.

La cetoacidosis diabética. Es provocada por la hiperglucemia debido a la ausencia casi
absoluta de insulina asi como por el incremento de la produccién de glucosa en el higado
via la gluconeogénesis y la glucogendlisis. Durante la cetoacidosis diabética también se
producen hipercetonemia, acidosis metabdlica y alteraciones hidroeléctricas.

11



Coma hiperosmolar. El coma diabético no cetdsico suele ser una complicacién de la
diabetes mellitus tipo 2, se trata de un sindrome de deshidratacién profunda provocado por
la diuresis hiperglucémica mantenida en condiciones en las que el paciente no es capaz de
beber suficiente agua para afrontar las pérdidas de liquido por orina.

2.11 Complicaciones Tardias

A medida de que el trastorno se desarrolla, las concentraciones elevadas de azicar en la
sangre lesionan los vasos sanguineos, los nervios y otras estructuras internas. Sustancias
complejas derivadas del azicar se acumulan en las paredes de los pequefios vasos
sanguineos, provocando su engrosamiento y rotura. Este aumento de grosor es la causa de
que los vasos sanguineos aporten cada vez menos sangre, sobre todo a la piel y a los
nervios. La disminucién de la circulacion sanguinea, tanto por los vasos grandes como por
los pequeiios, puede provocar alteraciones fisioldgicas en el corazdn, el cerebro, las piernas,
los ojos, los rifiones, los nervios y la piel y ademds en la curacion de las lesiones (18).

Estas complicaciones pueden ser desencadenadas por la acciéon de lipoproteinas de baja
densidad oxidasa, enzimas responsables de oxidar a las (LDL), provocando una accién
aterogénica. La diabetes mellitus acelera este proceso de oxidacion en algunas especies
como los animales que se utilizan para la experimentacion.

2.12 Tratamientos experimentales

La herbolaria es un recurso natural con el que cuenta el hombre para combatir la diabetes
mellitus, ya que puede ser un tratamiento viable y econdmico para tratar esta. Hasta la
fecha se habla de que existen mds de 100 especies vegetales utilizadas popularmente para
tal enfermedad. El inconveniente de este tipo de tratamientos es que carece de apoyo
experimental, sin embargo, tal vez en un futuro pueda llegar a ser una alternativa eficaz
contra la diabetes mellitus.

Sin embargo la busqueda de curacién de la diabetes, continda siendo un desafio para la
medicina. En los dltimos 30 afios, el transplante de pancreas (TP) ha intentado ofrecer una
respuesta a estos problemas con resultados no satisfactorios totalmente (22).

El transplante de pancreas, ya sea total o segmentos de éste, ha curado la diabetes de
algunos pacientes, aunque suele realizarse Unicamente cuando se precisa el transplante
renal. Si se transplanta simultineamente un rifién, es necesario un tratamiento
inmunosupresor y el pdncreas resulta protegido. La duda estd en si el mejor control
obtenido merece correr el riesgo de inmunosupresién, cuando se transplanta sélo el
pancreas (31).

Existe, por tanto, la necesidad de ofrecer alguna alternativa menos restrictiva y sin estas

potenciales complicaciones. Y esa alternativa la puede ofrecer el transplante de los islotes
pancredticos aislados (28,29).
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Hasta el afio 2000, el trasplante de islotes se realizaba exclusivamente a pacientes
diabéticos tipo 1 con insuficiencia renal avanzada. En esas condiciones podia realizarse un
trasplante de pancreas (6rgano) con sus inconvenientes quirdrgicos y de morbilidad, o uno
de islotes con minima cirugia. A partir de ese afio, la situacién se vio radicalmente
modificada cuando investigadores de la Universidad de Alberta, en Edmonton, Canada,
comenzaron a utilizar un nuevo método para el transplante de islotes en los diabéticos tipo
1, el ya popularmente denominado protocolo de Edmonton (23).

Con el desarrollo del protocolo Edmonton los cientificos han comprobado que se ha
conseguido que el 100% de los pacientes diabéticos tipo 1 trasplantados alcance de forma
mantenida la independencia de la insulina. El protocolo de Edmonton utiliza enzimas
especializadas para extraer los islotes del pancreas del donante muerto (23).

El principal problema de este tipo de tratamientos es que el nimero de pacientes con
diabetes mellitus tipo 1 es mucho mayor al nimero de donantes, es por ello que en la
actualidad se busquen fuentes alternativas de células pancredticas productoras de insulina.

Una linea promisoria es encabezada por el xenotransplante, mediante inmunomodulacion,
partiendo de células de islote de pancreas fetal de cerdo. La hipdtesis no es la sustitucion
funcional mediante producciéon de insulina, sino la estimulacién del crecimiento de las
células nativas por impulso de un factor estimulante que estaria presente en los islotes
fetales (29). El gran problema que plantea esta fuente de células es la posible infeccion
cruzada entre especies que se puede producir por retrovirus porcinos enddgenos, es decir,
material genético de particulas virales que estd integrado en el ADN del cerdo.

Otra alternativa es el pancreas artificial, una combinacién de un detector continuo de la
glucosa y una bomba de insulina. La bomba suministra insulina dependiendo de las
detecciones del sensor. Los prototipos se encuentran en diferentes fases de desarrollo; los
primeros sistemas ya se estdn evaluando en ensayos clinicos. El objetivo de estos esfuerzos
de desarrollo es reducir o eliminar por completo la intervencién humana en el tratamiento
de la diabetes, y lograr un control estricto de la glucemia. Las limitantes a esta alternativa
son principalmente la falla mecdnica y el rechazo inmunolégico (27).

También las células beta estan siendo transplantadas. Algunas técnicas usadas para esto
incluyen la inyeccion de las células beta para que se alojen en el higado, o colocarlas en una
burbuja o tubo para protegerlas del rechazo inmunolégico. El objetivo final es desarrollar
un “envase” que no permita que entren glébulos blancos para destruir las células, pero que
permita la salida de insulina producida por las células beta.

Se estd estudiando la posibilidad de usar manipulaciéon genética para convertir células no
pancredticas en células pancredticas. La mds comin es la transferencia del gen de la
insulina al higado utilizando un fragmento genético que regule la produccién de la hormona
en respuesta a la glucosa. Otra manera de intentar tratar esta enfermedad es mediante la
introduccion de genes en las células del higado que induzcan que estas células pierdan sus
caracteristicas como tales células del higado para adquirir propiedades de células de los
islotes, productoras de insulina, pero con las caracteristicas propias de la célula B, lo que
implica una Optima capacidad de regulacién de la producciéon de insulina y en
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consecuencia, de la regulacion metabdlica de la glucosa en sangre. Este objetivo es
planteado por investigadores del Baylor College of Medicine en Texas U.S.A. su estrategia
consiste en la introduccion de dos genes Neurod y Btc, los cuales provocan la trasformacion
que induce la neogénesis de islotes, produciéndose insulina y el resto de las hormonas que
se producen en esta estructura pancredtica, como son glucagén, somatostatina y polipéptido
pancredtico. Ademads, una proteina considerada un elemento esencial del sistema sensor de
glucosa tanto de la célula beta como en el higado, que es la glucokinasa, modificé sus
caracteristicas propias del higado y adquiri6 las de la célula beta, mediante un complejo
sistema que implica la expresion de diferentes regiones de su gen (27).

La electrofusion celular es otra técnica que se utiliza para el estudio del transplante celular
obteniendo como resultado una célula hibrida que tenga dos origenes distintos, que tenga la
capacidad de secretar insulina y no sea desconocida por el sistema inmunolégico (33,34).

Los trabajos mas destacados de esta indole utilizando células B electrofusionandas con
lineas celulares tumorales, donde se observa la capacidad secretoria de los hibridos
obtenidos. En la tltima década se realizaron estudios para obtener los pardmetros de
electrofusién de células B con células dérmicas, obteniendo hibridos que contengan la
capacidad de secretar insulina y una alta tasa de proliferacion como la de las células
dérmicas (33,34).
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3 LA FUSION CELULAR.

Una célula hibrida es el producto de la recombinacion genética de dos células de diferentes
progenitores u origenes, que manifiesta algunas caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas
de ambas (27,30). En la naturaleza ocurre normalmente la fusion celular, principalmente en
procesos reproductivos y entre las membranas adyacentes de diversos tejidos en los
organismos. Pero también puede inducirse de manera experimental (27). Sus aplicaciones
son diversas en las dreas de genética, biologia celular, embriologia e inmunologia;
principalmente en la expresion, coexpresion y/o supresion de genes, cambios o ajustes
metabdlicos, produccién de anticuerpos monoclonales, mejoramiento vegetal etc (31).

Existen varias técnicas biologicas, quimicas y fisicas que permiten obtener células
fusionadas. Entre estas destacan:

a) virus Sendai, el cual permite la mezcla azarosa de membranas cercanas, creando
micro-vesiculas entre ellas, en varios puntos de interaccion.

b) altas concentraciones de iones, que modifican drdsticamente la polaridad de la
membrana y su permeabilidad.

c) agentes aglutinantes como la lisolecitina, o el polietilenglicol.

d) electrofusion: Consiste en la exposicion de las células a pulsos alternados de
corriente eléctrica de diferente intensidad. En cuestion de segundos, bajo la
influencia de corriente alterna (CA) de baja intensidad, se promueve el fendmeno de
dielectroforesis de las células, en donde éstas se aproximan debido a la formacion
de dipolos en sus membranas, formando cadenas o ‘“rosarios” de acuerdo al
gradiente de corriente. La agregacion también se puede lograr por
micromanipulacién, centrifugacion o por cultivos en confluencia. Después, con uno
o varios pulsos de corriente directa (CD) de alto voltaje, durante micro o
milisegundos, se logra la fusién de las membranas adyacentes.

Esta dltima presenta las mayores ventajas debido a su alto rendimiento de hibridacién,
facilidad y minima manipulacién de las células, lo que disminuye importantemente los
riesgos de contaminacién. Puede aplicarse a varios tipos celulares gracias a las propiedades
dieléctricas comunes de las membranas y el fendmeno puede ser observado bajo el
microscopio 6ptico.

Los diferentes productos que se obtienen de la electrofusién son: células homodicariontes
proveniente de la fusién de dos células del mismo origen, policariontes, de tres o mas
células fusionadas de origen variado y heterodicariontes, provenientes de la fusiéon de
células de diferente origen (21,31,32); estas dltimas tienen una gran importancia para la
biomedicina, ya que se utilizan para estudios de potenciales y dindmica de membranas,
receptores, transmisores, influencia hormonal, canales i6nicos e intercambio de electrolitos.
En condiciones 6ptimas de cultivo, los citoplasmas fusionados se reorganizan y retinen a
los diferentes nicleos para realizar la recombinacién y/o la eliminacién de algunos
cromosomas (45,46,38).

Los pardmetros que influyen en el rendimiento de la electrofusién celular son:
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- La intensidad del campo eléctrico que permita el libre movimiento de iones y la
polarizacion de la célula sin quebrantar la integridad de las membranas;

- El didmetro celular, que influye en la velocidad de desplazamiento y la fuerza de
resistencia de la célula en el medio de conduccion;

- La conductividad y resistencia de las membranas a fusionar, las cuales permitirdn la
distribucion de cargas, el tamafio y la cantidad de microporos durante el pulso de
corriente directa;

- La conductividad y resistencia del medio, que deben contribuir a que la corriente
promueva la dielectroforesis de las células, la formacion de dipolos y microporos en
las membranas, asi como evitar la elevacion brusca de la temperatura;

- El tiempo 6ptimo de exposicién a la corriente eléctrica para ejercer la fuerza y
presion suficientes en las membranas sin que las destruya.

Otros factores que influyen son la osmolaridad, la temperatura, la presencia de iones y la
heterogeneidad misma de las células.

Un procedimiento desarrollado por nuestro grupo, consiste en ajustar las concentraciones
celulares a fusionar en 6rdenes minimos de 1X10° céls/mL y mezclarlas en relacién 1:1 en
estas condiciones se induce el fendmeno de dielectroforesis con corriente alterna (CA) de
baja intensidad y de alta frecuencia, en el rango de radiofrecuencia (RF), de entre 5 y 15
segundos de duracién. Acto seguido se aplica un pulso de corriente directa (CD), ya sea de
decaimiento exponencial o cuadrado, en el orden de pseg a mseg, dependiendo de la
intensidad, y se restaura la CA durante un minuto, para mantener unidas y estabilizar las
membranas fusionadas. Inmediatamente se evalda el rendimiento de la fusién por conteo
celular y pruebas de viabilidad, y la muestra se coloca en el medio de cultivo selectivo, en
condiciones Optimas para la recuperacion total de la integridad membranal y los procesos
intracelulares (21,33,34).

4 ANTECEDENTES

Los trabajos con células  pancredticas han sido realizados fundamentalmente con fines de
electroporacién, sin embargo, se ha realizado electrofusién de células B con lineas celulares
tumorales para estudios de funcién desde la década pasada.

Entre los estudios més destacables estin los de Hamid y McClenaghan, sobre las
propiedades secretorias de las lineas hibridas obtenidas. El mismo grupo ha estudiado el
cultivo de dichas lineas en diferentes medios de cultivo, su comportamiento y sus
caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas. Rasschaert y McClenaghan han demostrado las
caracteristicas metabdlicas de la linea BRINBD 11 obtenida por electrofusiéon. En 2001
Davies y Abdel-Wahab presentaron los resultados del comportamiento secretor de dicha
linea celular después de implantarla 28 dias en ratones diabéticos y haciendo el seguimiento
de las propiedades de almacenamiento y secrecion de insulina en éstas células al
resembrarlas; encontrando que la linea celular mejora sustancialmente el almacenamiento y
la secrecion después de haber permanecido en el animal 28 dias.

Barrera ef-al, determinaron los pardmetros de electrofusién para células pancredticas
insulares (31). Posteriormente realizaron el transplante de la linea celular en conejos
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estudiando el cuadro clinico por 18 meses, obteniendo buenos resultados en el control del
cuadro diabético aunque no la regresion total (59).

Posteriormente Barrera er-al, establecieron los pardmetros de electrofusion para células
insulares pancredticas y células démicas (31). Para el 2005 trabajaron con el trasplante de
estas células en ratas diabéticas, donde demostraron que el trasplante realizado no tuvo
problemas de rechazo inmunoldgico, y los pardmetros clinicos y bioquimicos mostraron
una mejoria considerable (20,32).

En la misma investigacion se adapt6 la técnica del ensayo hemolitico inverso (30,33-39), la
cual es una técnica desarrollada originalmente para detectar secrecién de anticuerpos en
linfocitos y posteriormente modificada para adenohipofisis y para insulina (30,31).
Mediante este procedimiento se puede identificar una célula en una poblacién mixta por sus
secreciones, se basa en la hemdlisis mediada por complemento en presencia de complejos
antigeno-anticuerpo y se le denomina inverso porque la célula de interés aporta los
antigenos. Donde, (con esta técnica) se demostrd la secrecion de insulina de las células
hibridas (21,32).

5 JUSTIFICACION

A principios del siglo XIX destaca la emergencia de la diabetes mellitus como el prototipo
de las enfermedades cronicas ligadas al proceso de envejecimiento de la poblacién, al
incremento de la obesidad y a la adopcién de nuevos patrones de comportamiento, como
los cambios en la dieta y la reduccion de la actividad fisica (23).

La diabetes mellitus es una de las enfermedades con mayor morbilidad y mortalidad en el
mundo. En México la cifra ha alcanzado al 7.5 % de la poblaciéon en general y a 3.6
millones de la poblacién econémicamente activa, o sea la poblacién entre los 20 y los 60
afos de edad. En la actualidad, la diabetes mellitus como causa de muerte se encuentra en
tercer lugar después de las enfermedades cardiovasculares y oncoldgicas.

Debido a que no existe cura para este conjunto de enfermedades metabdlicas, existen
algunas opciones para controlarla, como dieta, ejercicios, administraciéon de insulina
exogena, hipoglucemiantes orales, y los transplantes, ya sea de pancreas artificial, de la
glandula completa, asi como de islotes o células  aisladas. Pero estas opciones no han
tenido éxito debido al rechazo inmunolégico. Una alternativa podria ser el transplante de
una colonia de células hibridas productoras de insulina, resultantes de la fusion de células
pancredticas de un donador sano con células de rdpido crecimiento como las dérmicas del
receptor.
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Ya que el transplante de células insulares pancredticas electrofusionadas con células
dérmicas mostré una mejoria notable en el cuadro clinico, podria llegar a ser una alternativa
viable para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1. Sin embargo es necesario seguir
experimentando con estos transplantes, para buscar una mejor via de administraciéon de
células hibridas que faciliten el establecimiento de una posible colonia secretora de
insulina. Esta podria ser por via hematica, lo que permitiria que las células ubiquen el mejor
nicho para su desarrollo y funcién.

6. HIPOTESIS

El transplante de las células hibridas ha demostrado resultados satisfactorios en los trabajos
antes realizados, reduciendo el problema del rechazo inmunolégico y mejorando
notablemente el cuadro clinico de los organismos. Con objeto de buscar una mejorar el
desempefio del transplante y evitar el rechazo inmunolégico, es deseable averiguar si la via
hematica facilita a los hibridos trasplantados encontrar un mejor nicho que permita un
adecuado desempeiio del trasplante.

7 OBJETIVOS
7.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el cuadro clinico y pardmetros bioquimicos de los sujetos transplantados por via
hématica, de células insulares pancredticas de un donador sano, electrofusionadas con
células dérmicas de un receptor diabético, en éste ultimo.

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si las células hibridas, producto de la fusién de células insulares de un
donador y células dérmicas del receptor son capaces de permanecer en el
organismo, después de ser transplantadas.

2. Confirmar si las células transplantadas conservan su funcién generadora de insulina.

3. Comprobar si el cuadro clinico producido por la diabetes mellitus puede ser
revertido por el transplante de células hibridas.

4. Valorar si los principales pardmetros bioquimicos alterados con diabetes mellitus
inducida, pueden ser normalizados con el transplante.

5. Evaluar la eficiencia del trasplante por via hématica.
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8 MATERIALES Y METODOS
8.1 Sujetos experimentales

Se utilizaron 16 ratas macho de la especie Ratus norvergicus cepa Wistar (250-300 g)
proporcionadas por el bioterio de las FES Iztacala UNAM, las cuales se distribuyeron en
cuatro grupos de cuatro ratas cada uno:

- Grupo 1. Animales sanos (control sano).
- Grupo 2. Animales diabetizados sin tratamiento (control diabético).

- Grupo 3. Ratas diabetizadas receptoras de transplante, con extraccién de células
dérmicas, las cuales fueron mezcladas con células insulares pancredticas de un
donador sano (transplante sin fusion).

- Grupo 4. Ratas diabetizadas receptoras de transplante, con extraccién de células
dérmicas, las cuales fueron electrofusionadas con células pancredticas insulares de
un donador sano (transplante con fusion).

Al inicio del tratamiento (tiempo 0), a los 4 grupos les fue evaluado el cuadro clinico y
pruebas de laboratorio para determinar su estado clinico. Una vez comprobada la ausencia
de enfermedad, se indujo diabetes a los animales pertenecientes a los grupos 2, 3 y 4,
aplicando alloxana (150mg/Kg, en solucidn salina fisioldgica, i.p.), por via peritoneal (40).
Después de la induccion de diabetes, las ratas fueron evaluadas clinicamente de nuevo, asi
como los pardmetros de laboratorio, estableciendo el diagndstico de diabetes mellitus.
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8.2 Obtencion de células dérmicas

Los grupos receptores de transplante celular (3 y 4), fueron sometidos a la extraccion de
células dérmicas.

Los animales fueron anestesiados previamente con pentobarbital sédico (0.5 mL/Kg i.p.).
Posteriormente se extrajo un fragmento de piel en ojal de 3x2 cm, de la regién
interescapular, separando cuidadosamente el tejido celular subcutaneo. Los fragmentos
extraidos se depositaron en una solucién fria de tripsina al 0.25% a 4°C por 24 hrs,
transcurrido este tiempo, la tripsina fue activada a 37°C durante 20 minutos, para después
desprender las células por raspado de la dermis con una hoja de bisturi esteril. Las células
obtenidas se lavaron tres veces en solucidn balanceada de sales Hank’s (HBSS) esteril, para
eliminar los residuos de tripsina y finalmente se determind el rendimiento en cdmara de
Neubauer y viabilidad por exclusion de azul tripano (21,31,32).

8.3 Obtencion de células insulares

La obtencion de islotes se realiz6 por medio de la técnica de Lacy-Kostianovski,
modificada por Hiriart y Ramirez-Medeles (21,31,32,37).

El pancreas se extrajo de donadores sanos, que fueron anestesiados con pentobarbital
sdédico (0.5 mL/Kg i.p.). Posteriormente se realizé una incision abdominal en “V” desde el
hipogastrio hasta el borde costal, se identificé el conducto pancreético, se pinzé el duodeno
ocluyendo su desembocadura, a través de éste conducto se inyectaron 10 mL de HBSS frio,
con el fin de romper el tejido acinar e identificar el pancreas, el cual se disectd
cuidadosamente. Una vez que se extrajo el pancreas se corto en pequeios fragmentos, que
fueron incluidos en una solucién de colagenasa tipo P fraccién IV (Roche) en HBSS (3
mg/mL), se mantuvo en agitacion constante durante 7 minutos. Ya concluida la digestion se
realizaron tres lavados en frio con solucién HBSS, para eliminar la colagenasa. Al terminar
los lavados, el contenido se vacid en cajas Petri. La colecta de los islotes pancredticos se
llevé a cabo con ayuda de un microscopio estereoscopico, en campo estéril.

Los islotes de Langerhans fueron disgregados en una solucién de tripsina (2.5 mg/mL) a
37° C durante tres minutos. El rendimiento se determiné en cdmara de Neubauer y la
viabilidad por exclusion de azul tripano.

8.4 Electrofusion

Ambos grupos celulares fueron ajustados a una concentraciéon de 300, 000 cel/mL en

amortiguador de PACE. Las células de una y otra estirpe se mezclaron en proporcién 1:1
v/v y se depositaron 0.3 mL de esta mezcla en la cimara de electrrofusion.
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La electrofusion de realizé con equipo construido con el disefio de Watts modificado por
nuestro grupo de investigacion y construido en el taller de Equipo y Laboratorio para la
enseflanza (TELE) de la UNAM campus Iztacala, por el Biol. José Martinez

La dielectroforesis se realizdé generando un campo eléctrico con un pulso de corriente
alterna (CA) de tipo sinusoidal en el rango de radiofrecuencia (RF) de 0.5 MHz. de 10 V.
RMS (generador Farnell, mod. Sgi 0.1-100 MHz) de 20 seg. de duracion. La electrofusién
se realizé con un pulso de corriente directa (CD) de 300 V de decaimiento exponencial con
una duraciéon de 1 ms. (Fuente de poder TELE 0.0-50 Amperes; 0-500 V de CD). Se
permiti6 un periodo posterior de recuperacion de 60 s. en las condiciones de
dielectroforesis (21,31,32). El rendimiento de fusién se determiné en cdmara de Neubauer
por la cuenta de células binucleadas. Las células que contenian més de dos nicleos fueron
consideradas polinucleadas y cada tipo de células fue separada de las otras por medio de un
gradiente de albimina sérica de bovino en HBSS conservando solamente las células
binucleadas. La viabilidad se determind por exclusion de azul tripano.

8.5 Trasplante de Células Electrofusionadas.

Los animales de los grupos 3 y 4 fueron anestesiados con pentobarbital sédico (0.5 mL/Kg
i.p.), para realizar el transplante via hématica por inyeccion intracardiaca.

Para el grupo 3 el transplante se realizé con la mezcla de las dos estirpes celulares, en
proporcién 1:1 (7.0 X 10%). En el caso del grupo 4 la combinacién de las células fue
sometida a la fusion celular, obteniendo 7.5 X 10° hibridos heterodicariontes, para el
transplante.

Para el grupo 4 el nimero de células hibridas transplantado fue 10 veces menor que para el
grupo 3. Esto debido al resultado de la fusién celular.

8.6 Parametros Clinicos y Bioquimicos

La sangre para la determinacion de los pardmetros bioquimicos se obtuvo al tiempo 0, a los
15, 30, y 45 dias, por corte de la cola. Las ratas de cada uno de los cuatro grupos fueron
sometidas a observacion durante 45 dias para evaluar su evolucion clinica.

Parametros Clinicos:

Estado general diario y cada 15 dias diuresis, ingesta de alimento y agua en 24 h y curva
ponderal.

Determinaciones bioquimicas:

La glucosa, colesterol, triglicéridos y creatinina, se determinaron con reactivos (SERA
PAK PLUS BAYER), la urea con un kit (SPINREACT urea-37). Los cuales permiten
cuantificar la concentracién de las sustancias mediante el método enzimatico colorimétrico
ya que oxidan las moléculas y las cambian de color que absorbe entre 495-550 nm La
lectura de estos andlisis fue realizada con un espectrofotometro Tuner sp-850. La
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concentracion de insulina ELISA DSL10-1600), fue determinada por el método de Test
Inmunoenzimatico.
(Active insulina).

8.7 Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados por una prueba de varianza de un factor (pardmetro y
tiempo, cada 15 dias). A las variables con significancia estadistica se les aplicé una

comparacion de medias de LSD (Fisher), con el propdsito de determinar qué nivel de factor
grupo tuvo mayor significancia ( p < 0.05).
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Figura 4. Diagrama del procedimiento experimental para el trasplante de células insulares
pancredticas y dérmicas electrofusionadas en ratas diabéticas
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9 RESULTADOS
9.1 PARAMETROS CLINICOS
PESO CORPORAL

En la gréfica 1 se presentan las curvas ponderales de los cuatro grupos de ratas durante 45
dias de experimento, en ellas se aprecia que los animales del grupo control sanos muestran
una tendencia a aumentar de peso de acuerdo a su crecimiento y desarrollo natural, puesto
que se observo un aumento del 25% cada 15 dias, desde el dia O hasta el dia 45. Los
animales de los grupos control diabético y transplante sin fusién no presentaron el
incremento de los animales control sano, inclusive en el grupo de animales del grupo
transplante sin fusion se observo un decremento del 13% al finalizar el ensayo, aun cuando
no se aprecia diferencia estadistica (p > 0.05) entre estos dos grupos, pero si la hay
comparandolos con el grupo control sano. Por otra parte los animales diabéticos que
recibieron el transplante de células hibridas con una concentracién 10 veces menor, durante
los primeros treinta dias, mostraron una disminucién del peso corporal, no obstante este
comportamiento, al finalizar el experimento (dia 45) el incremento en la curva ponderal
alcanzé los niveles encontrados al inicio del experimento (diferencia no significativa). A
pesar de que al grupo 4 se le transplanté una concentracién celular 10 veces menor al grupo
tres, su recuperacion es apreciable, en comparacion al grupo 3.
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Gréfica 1. Curva ponderal de los grupos experimentales (transplante de células (B-pancredticas x Dérmicas
mezcladas o fusionadas) y sus respectivos controles (Sano y diabético) a los 0, 15, 30 y 45 dias. Valores
promedio +/- desviacién estdndar; n = 5.

INGESTA DE ALIMENTO

En la grafica 2 se muestra la ingesta de alimento durante 24 horas, medida cada 15 dias, en
los 4 grupos de animales. Los animales del grupo control sano presentan un consumo
constante, que corresponde a su desarrollo, desde el dia O hasta el dia 45, mostrando
diferencias significativas, con el grupo control diabético (p < 0.05) donde la ingesta de
alimento aumenta desde el dia 15 hasta finalizar el tratamiento presentando un consumo del
100% (83 g) mds alto respecto al grupo control. Los grupos con transplante sin fusién y
transplante con fusiéon muestran un incremento menor (20% aprox.) y no se aprecian
diferencias significativas entre ellos (p > 0.05), pero si con los grupos control sano y
control diabético, ya que sus valores se encuentran entre ambos.
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Gréfica 2. Ingesta de alimento durante 24 horas de los grupos experimentales (transplante de células (-
pancredticas x Dérmicas mezcladas o fusionadas) y sus respectivos controles (Sano y diabético) a los 0, 15, 30
y 45 dias. Valores promedio +/- desviacion estdndar; n = 5.
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INGESTA DE AGUA

En la grafica 3 se presenta la ingesta de agua durante 24 horas medidas cada 15 dias, en los
4 grupos de animales. Se puede observar que los animales transplantados con mezcla
celular y con los hibridos, asi como el control diabético presentan una polidipsia muy
marcada a lo largo de todo el tratamiento, conservando esta tendencia hasta finalizar el
ensayo, observando diferencias estadisticas entre ellos (p < 0.05), solamente en el dia 15.
Se observa la ingesta de agua normal en el grupo control sano a lo largo del ensayo
mostrando diferencia estadistica con los otros tres grupos. (p < 0.05).
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Griéfica 3. Ingesta de agua durante 24 horas de los grupos experimentales (transplante de células (-
pancredticas x Dérmicas mezcladas o fusionadas) y sus respectivos controles (Sano y diabético) a los 0, 15, 30
y 45 dias. Valores promedio +/- desviacién estdndar; n = 5.
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DIURESIS

En la grafica 4 se presenta la diuresis, durante 24 horas por un periodo de 45 dias, en los 4
grupos de animales. Los grupos que presentaron un comportamiento similar, sin diferencias
estadisticas (p > 0.05), a lo largo del ensayo, fueron el que recibi6 el transplante sin fusién
y los que recibieron el transplante con fusidn, sin embargo ambos grupos tienden a bajar
sus valores para el dia 45. Mientras que los animales diabéticos sin tratamiento
mantuvieron sus valores altos durante todo el ensayo. Los tres grupos anteriores mostraron
diferencia estadistica (p < 0.05) con el grupo control a partir del dia 15.
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Gréfica 4. Diuresis durante 24 horas de los grupos experimentales (transplante de células (B-pancredticas x
Dérmicas mezcladas o fusionadas) y sus respectivos controles (Sano y diabético) a los 0, 15, 30 y 45 dfas.
Valores promedio +/- desviacién estdndar; n = 5.
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9.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS
GLUCEMIA BASAL

En la grafica 5 se puede observar la glucemia basal, de los 4 grupos de ratas durante 45
dias. El grupo control sano mantuvo un comportamiento normal, de acuerdo con su
desarrollo, mostrando diferencias estadisticas (p < 0.05), con los grupos control diabético y
transplante sin fusién desde el dia 15, sin embargo no present6 diferencias estadisticas (p >
0.05) con el grupo transplante con fusion, durante los primeros 15 dias. A pesar de que al
grupo transplante sin fusién se le implanté una concentracion diez veces mayor de células,
que la del grupo transplante con fusién, ambos grupos, presentaron un comportamiento
similar, mostrando diferencias estadisticas (p > 0.05), solamente en el dia 15.
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Gréfica 5. Glucemia basal en plasma de los grupos experimentales (transplante de células (B-pancredticas x
Dérmicas mezcladas o fusionadas) y sus respectivos controles (Sano y diabético) a los 0, 15, 30 y 45 dfas.

Valores promedio +/- desviacién estandar; n = 5.
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COLESTEROL

En la grafica 6 se puede observar la concentracidon de colesterol en plasma, de los 4 grupos
de ratas durante 45 dias. Los niveles de colesterol en los grupos control sano, transplante
sin fusién y transplante con fusién, no presentaron diferencias significativas (p > 0.05).
Mientras que los animales del control diabético mostraron diferencias estadisticas (p <
0.05) con los demds grupos solamente el dia 15 (218 mg/dl).

e N
COLESTEROL
COLESTEROL
{mg/dL)
250
200
: : T
g > e ————
100 & + 1 1
50
D T T T 1
0 15 30 45
TIEMPO
(Dias)
—+—Controlsano Control biabético
—a— Transplante sin fusion —e— Transplante con fusion
. vy

Griéfica 6 . Colesterol en plasma de los grupos experimentales (transplante de células (B-pancredticas x Dérmicas
mezcladas o fusionadas) y sus respectivos controles (Sano y diabético) a los 0, 15, 30 y 45 dias. Valores
promedio +/- desviacion estdndar; n = 5.
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TRIGLICERIDOS

En la grafica 7 se puede observar la concentracion plasmatica de triglicéridos, de los 4
grupos de ratas durante 45 dias. Es notable la diferencia estadistica (p < 0.05) entre los 4
grupos experimentales desde el dia 15, hasta el dia 45. Se puede observar que los valores de
triglicéridos en el grupo control sano, se encuentran en el rango normal, el grupo control
diabético presenta un aumento muy marcado desde el dia 15 que persiste hasta el final del
experimento, mientras que los grupos transplantados registraron valores intermedios entre
ambos controles.
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Gréfica 7 . Triglicéridos en plasma de los grupos experimentales (transplante de células (B-pancredticas x
Dérmicas mezcladas o fusionadas) y sus respectivos controles (Sano y diabético) a los 0, 15, 30 y 45 dfas.
Valores promedio +/- desviacién estdndar; n = 5.
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UREA

En la grafica 8 se pueden observar los niveles plasmaticos de urea, de los 4 grupos de ratas
durante 45 dias. En esta variable se puede observar un comportamiento similar en los
grupos control diabético, transplante sin fusién y transplante con fusién, con valores altos
de urea, sin presentar diferencias estadisticas (p > 0.05). Los animales del control sano
presentaron diferencias estadisticas (P < 0.05 ) desde el dia 15 hasta finalizar el tratamiento
con los demds grupos.
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Griéfica 8 . Urea en plasmade los grupos experimentales (transplante de células (B-pancredticas x Dérmicas
mezcladas o fusionadas) y sus respectivos controles (Sano y diabético) a los 0, 15, 30 y 45 dias. Valores
promedio +/- desviacion estdndar; n = 5.
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INSULINA

En la grafica 8 se pueden observar los niveles plasmaticos de insulina, de los 4 grupos de
ratas al dia 45. La concentracion de la insulina en plasma muestra diferencias estadisticas (p
< 0.05), notables entre los grupos control (sano y diabético) y los grupos transplantados con
mezcla celular y con los hibridos. Los animales que recibieron el transplante de hibridos, no
presentaron diferencias estadisticas (p > 0.05), con los animales trasplantados con la mezcla
celular. Sin embargo los animales con del grupo 4 tenian una concentracién celular diez
veces menor que el grupo transplante sin fusiéon. Manteniendo los valores entre ambos
grupos control.
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Gréfica 9 . Insulina plasmadtica de los grupos experimentales (transplante de células (B-pancredticas x
Dérmicas mezcladas o fusionadas) y sus respectivos controles (Sano y diabético) a los 0, 15, 30 y 45 dfas.
Valores promedio +/- desviacién estandar; n = 5.
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10. Discusion

Los resultados arrojados por los organismos del grupo control sano, tanto en los pardmetros
clinicos como bioquimicos, se mantuvieron dentro de los rangos normales. Estos resultados
fueron tomados como referencia.

Los organismos del grupo control diabético, presentaron un cuadro clinico de diabetes
franca a los 7 dias de haber comenzado el tratamiento, observandose poliuria, polifagia y
polidipsia muy altas. En cuanto a los pardmetros bioquimicos, registraron valores de
glucemia basal por arriba de los 400 mg/dL a los 15 dias, presentando una tendencia a
elevar esta concentraciéon. En cuanto al colesterol, triglicéridos y urea los valores fueron
aumentando desde el dia 15 hasta terminar el tratamiento. A pesar del deterioro reflejado en
los pardmetros, ningtin animal muri6 antes de terminar el tratamiento.

El grupo de animales transplantados sin fusién presenté valores en algunos pardmetros
clinicos por arriba de los mostrados por el grupo control diabético, como en la ingesta de
agua y diuresis, mientras que en peso corporal e ingesta de alimento se mantuvo entre el
grupo control sano y control diabético. En todos los pardmetros bioquimicos los valores se
mantuvieron entre los de los controles sano y diabético, finalizando el ensayo con una
ligera elevacion en éstos.

Los animales transplantados con células fusionadas presentan un comportamiento parecido
al grupo anterior, donde los valores se mantienen entre los del grupo control sano y
diabético. Aunque el comportamiento de este grupo fue muy similar al grupo transplante
sin fusién, en lo que se refiere a peso corporal, ingesta de alimento y agua, asi como en
diuresis, se aprecia una leve diferencia y mejoria al finalizar el ensayo. En referencia a los
parametros bioquimicos colesterol, triglicéridos y wurea se mantuvo el mismo
comportamiento.

Aunque los resultados entre los grupos transplantados sin fusién celular y con fusién
celular fueron muy similares, es de suma importancia resaltar que el nimero de células
inyectadas a cada grupo, fue muy diferente. A los animales del grupo transplante sin fusion,
se les implantaron alrededor de 1.4 X 10° cel/ml entre células dérmicas y células B en
proporcién 1:1, por lo tanto se injertaron 7 X 10* células B. A los animales con fusién
celular se les transplantaron alrededor de 7.5 X10? hibridos por animal. A pesar de que, la
diferencia celular implantada en los dos grupos experimentales favorece a los animales de
mezcla celular, la secrecién de insulina no mostré diferencias estadisticas entre estos
grupos, observandose una clara diferencia en los animales del grupo transplante con fusion,
ya que con casi diez veces menos concentracion celular secretaron la misma cantidad de
insulina.
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Debido a que a los animales del grupo 3 se les transplantd casi 10 veces mads la
concentracion de células B, los resultados mostrados durante los primeros 30 dias
presentaron valores ligeramente mas estables, sin que estos fueran muy diferentes a los del
grupo con fusién celular, finalizando el ensayo con una tendencia a aumentar los valores en
los diferentes pardmetros clinicos y bioquimicos. Una razones pudo ser un posible rechazo
inmunolégico crénico, ya que este se caracteriza por un deterioro lento, progresivo y
gradual de la funcién del transplante, cuyo inicio suele ser asintomatico en la mayoria de
los casos lo cual explicaria el comportamiento de este grupo, ya que al finalizar el ensayo
muestra una tendencia a aumentar los valores bioquimicos.

En trabajos anteriores se demostré que los animales transplantados con mezcla celular
muestran una tendencia a la declinacion de su estado clinico y los animales con transplante
de células hibridas no mostraron rechazo inmunoldgico bajo las mismas condiciones (21,
33, 34). Es posible que los hibridos transplantados por via hématica, mantengan una
poblacién constante e incluso en aumento, la cual permita una secrecién de insulina
adecuada. A pesar de que la secrecion de insulina mejora el cuadro clinico de los animales,
esta no logra restablecer los pardmetros normales, lo cual pudiera deberse a que las células
B, al no estar en conjunto con los demds componentes del islote de Langerhans, sean
sometidas a una regulacion diferente (24).

Ya que la diabetes mellitus tipo 1 provoca la destruccion solamente de las células B y por lo
tanto no hay secrecion de insulina, esto motivaria a las células productoras de glucagén que
podrian estar antagonizando el efecto de la insulina producida por los hibridos, perdiendo
asi su eficiencia (17,24).

Los resultados presentados concuerdan con los resultados obtenidos previamente (21,34).
Pues se muestra que los animales transplantados con hibridos por via subcutdnea, mejoran
el cuadro clinico de estos, sin embargo no logran la reversion completa de la diabetes
franca. En el trabajo mencionado, los animales tratados con el transplante por via
subcutdnea presentan mejorias hasta después del dia 60, en donde los diferentes pardmetros
comienzan a restablecer sus valores. La secrecion de insulina fue uno de los pardmetros que
casi llegaron a la normalidad.

En el presente trabajo, los animales transplantados con hibridos por via hématica,
comenzaron a restablecer sus valores a partir del dia 30. Lo que nos puede decir que el
torrente sanguineo coloco a los hibridos rdpidamente en un nicho, donde pudieran realizar
sus funciones secretoras y con ello restablecer las concentraciones normales de glucemia.
Sin embargo es necesario hacer un seguimiento del alojamiento de los hibridos, mediante
técnicas de histologia en los 6rganos donde estos pudieran haberse depositado, lo cual
pudo haber ocurrido en bazo, riiién e higado, ya que estos érganos son sensores por donde
pasa primero la sangre. Una vez conociendo esto quizd se podria hacer un transplante
directo.
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10. CONCLUSIONES

1.-- El cuadro clinico de la diabetes mellitus y los pardmetros bioquimicos de las ratas
receptoras del transplante de las células hibridas son mejoradas parcialmente por este.

2.- A lo largo del ensayo, los animales que fueron sujetos al transplante de células hibridas,
no presentan muestras de rechazo.

3.- El transplante de hibridos por via hématica mostré mejoria a menor tiempo, siendo esta
a partir del dia 30.

4.- Aunque la concentracion de células hibridas transplantadas fue 10 veces menor, mostrd
una secrecion de insulina capaz de mejorar el cuadro clinico de los animales.

5.- El transplante de células B electrofusionadas con células dérmicas, podria ser una
alternativa viable para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1

PERSPECTIVAS

1. Es necesario hacer una evaluacion a largo plazo con un niimero mayor de animales
experimentales, que incluya un transplante con mayor nimero de células hibridas,
los cuales permitan revertir el cuadro de diabetes mellitus franca.

2. También es necesario hacer un seguimiento, que nos permita conocer el érgano o
tejido donde se alojan los hibridos. Esto podria realizarse mediante técnicas de
histologia, las cuales nos permitirdn analizar bazo, rifién e higado, debido a que
estos son los 6rganos sensores, por los cuales en dicho orden circula la sangre. Para
posteriormente realizar un transplante directo

3. Seguimiento de secrecién de insulina en células hibridas una vez localizado el o los
nichos del transplante.
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