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RESUMEN

Introduccion: La diabetes mellitus tipo 1 (DM 1) es una enfermedad metabdlica
causada por la destruccién inmune de las células B pancreaticas, causando una
pérdida progresiva de la produccion de insulina y desarrollando hiperglucemia
cronica. En 2015, se estima que 542.000 nifios menores de 15 afios sufrieron DM1
en el mundo y un estimado de 86.000 nuevos casos por afo. El tratamiento se
basa en la administracion exdgena de insulina; sin embargo, el control glucémico
es a menudo dificil debido al ajuste constante de la dosis, lo que hace dificil
prevenir las complicaciones cronicas. El trasplante de islotes de Langerhans es
una alternativa al tratamiento de DM1, permitiendo al paciente la independencia en
la administracién de insulina ex6gena hasta por 5 afios. El trasplante de islotes en
humanos Es una técnica que se realiza en Estados Unidos, Europa, Australia y
Canada. Sin embargo, en México la investigacién en este campo es casi nula, por
lo que los pacientes con DM1 se han limitado al uso de insulina exégena. Objetivo:
Estandarizar la técnica de aislamiento de islotes pancreéticos para su posterior
uso en la implantacién de islotes pancreaticos en un modelo murino de DM1.
Metodologia: Los islotes pancreéticos aislados se obtuvieron por infiltracion de
colagenasa tipo IV a través del conducto pancreético, se extrajo el pancreas y se
sometid6 a una columna de separacion con Ficoll. Se cuantificaron los islotes
aislados y se determind el niumero de islotes aislados. Finalmente, se realizo
inmunohistoquimica para determinar la presencia de islotes pancreaticos en la

muestra obtenida.

(Palabras clave: Aislamiento de islotes pancreaticos, Diabetes mellitus tipo I.)



Summary
Introduction: Type 1 diabetes mellitus (DM 1) is a metabolic disease caused by
immune destruction of pancreatic  cells, causing a Progressive loss of insulin
production, and thus developing chronic hyperglycemia. In 2015, an estimated
542,000 children under the age of 15 years they suffered DM1 in the world and an
estimated of 86,000 new cases by year. The treatment is based on the exogenous
administration of insulin; however, glycemic control is often difficult due to the
constant adjustment of the dose, which makes it difficult to prevent the chronic
complications. The transplantation of islets of Langerhans is an alternative to the
treatment of DM1, allowing the patient the independence in the administration of
exogenous insulin up to by 5 years. The islet transplantation in humans Is a
technique that is performed in United States, Europe, Australia and Canada.
However, in Mexico the research in this field is almost nil, so that patients with
DM1 have been limited to the use of exogenous insulin. Objective: To standardize
the technique of isolation of pancreatic islets for its subsequent use in the
implantation of pancreatic islets in a murine model of DM1. Methodology: The
isolated pancreatic islets were obtained by infiltration of collagenase type IV
through the pancreatic duct, the pancreas was removed and subjected to a
separation column with Ficoll. The isolated islets were quantified and the number
of isolated islets was determined. Finally, immunohistochemistry was performed to

determine the presence of pancreatic islets in the sample obtained.

(Key words: Diabetes mellitus, pancreatic islets.)
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1. Introduccién

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad metabdlica (ADA, 2004),
caracterizada por la destruccion masiva de las células B pancreaticas productoras
de insulina, que da como resultado niveles cronicos elevados de glucosa
sanguinea (IDF, 2015). La etiologia de la DM1 se considera multifactorial, ain se
desconocen los mecanismos exactos para su desarrollo. Factores ambientales
como la dieta y en forma importante las infecciones virales han sido relacionadas
con el padecimiento (Knip et al., 2005). Se han descrito alrededor de 60 genes
asociados a la DM1, de entre los cuales destacan los genes del antigeno
leucocitario humano (HLA) de clase Il (Noble et al., 2012), la mayoria de los
mecanismos que se desencadenan estan mediados por la infiltracion linfocitica
(Yoon et al., 2005), la produccion local de citosinas proinflamatorias y de radicales
libres del oxigeno (ROS), secretados por macréfagos, lo que provoca una pérdida
de células B3, disminuyendo paulatinamente la capacidad de producir insulina,
desarrollandose hiperglucemia (Falcone et al., 1999; Mandrup et al., 1993). Es una
enfermedad que se desarrolla principalmente en nifios o adultos jovenes; las
personas asi afectadas dependen del uso de insulina exdégena para controlar los
niveles de glucosa sanguineos.

La incidencia de DM1 en menores de 15 afios esta en aumento en muchos paises.
En 2015, a nivel mundial, se calculaban aproximadamente 542,000 nifios menores
de 15 afos con el padecimiento; por afio, se estiman 86,000 nuevos casos;
incrementando la incidencia de esta enfermedad en un 3% anualmente (IDF,
2015). En México, segun datos del IMSS, en 2010 la incidencia era del 6.2%
(Gomez-Diaz et al.,, 2012) y segun datos de la Federacion Internacional de
Diabetes, se esperaba que para el 2015, habria aproximadamente 13,500 nifios
menores de 15 afios con DML1.

El tratamiento tradicional propuesto para pacientes con DM1 esta basado en la
administracion exdgena de insulina de por vida (Zamani et al.,, 2015), esto ha
permitido aumentar el promedio de vida. Sin embargo, el ajuste de la dosis puede
ser complejo y con frecuencia, no permite alcanzar el grado de control necesario

para evitar las complicaciones cronicas. El tratamiento con insulina exdgena no



siempre es efectivo, muchos pacientes presentan hiperglucemia a pesar del
tratamiento; en los casos donde se logran niveles normales de glucosa,
frecuentemente se presentan episodios graves de hipoglucemia (Nordfeldt et al.,
2005; Savard et al., 2016).

Todo esto ha motivado la busqueda de nuevas alternativas en el tratamiento, que
permitan restaurar el metabolismo normal de la glucosa mediante la recuperacion
de la masa celular B. El trasplante pancreatico y el aislado de células 3 son una de
las alternativas que ha cobrado mayor importancia (CITR, 2008). El trasplante de
islotes pancreéticos ha permitido la independencia de insulina hasta por 5 afios
(CITR, 2008; Shapiro et al., 2000). Sin embargo, el uso de esta técnica presenta
diversas limitaciones que se pueden agrupar en la dificultad técnica del proceso de
aislamiento de islotes (puncion del conducto pancreatico, colagenasa, tiempo de
digestién, velocidad y tiempo de centrifugado) (Brandhorst et al., 2008; de Haan et
al., 2004), la insuficiente cantidad de islotes disponibles para trasplantar, el efecto
de los inmunosupresores y la pérdida de funcion y destruccion de los islotes una
vez trasplantados, lo que ha Ilimitado la eficiencia del trasplante. Las
investigaciones actuales se han centrado en mejorar las técnicas de aislamiento y
trasplante a fin de disminuir el riesgo por los puntos mencionados, con el fin de
prolongar la funcionalidad del trasplante y mejorar la calidad de vida del paciente
con DM1 (Sakuma et al., 2008).

El objetivo de este trabajo es el establecimiento y estandarizacion de la técnica de
aislado de islotes pancreéticos en un modelo murino, que nos permita garantizar el
aislado de material viable y funcional para su posterior evaluacion en un modelo
murino de DM1. Los islotes se obtendran mediante la infiltracion in situ de
colagenasa tipo IV, a través del conducto pancreatico, para posteriormente, seguir
la digestidn in vitro, y finalmente, realizar la separacion mediante una columna de
Ficoll. Los islotes asi aislados seran cuantificados para determinar el rendimiento

de la técnica.



2. Antecedentes
2.1. Diabetes mellitus 1 (DM1)

La DM1 es provocada por una reaccion autoinmune en la que el sistema
inmunitario ataca a las células B pancreaticas productoras de insulina,
disminuyendo paulatinamente la capacidad de secreciéon de insulina, dando como
resultado niveles elevados de glucosa sérica. Es una enfermedad que afecta
principalmente nifios y adultos jovenes; el tratamiento habitual es a través de la
administracion de insulina con el fin de controlar los niveles de glucosa (IDF,
2015).

2.2. Panorama mundial y nacional de la DM1

En los dltimos afos, la incidencia de DM1 en menores de 15 afios ha venido en
aumento; en 2015, alrededor del mundo se calcularon 542,000 nifios menores de
15 afios con DM1 y por afio, se estiman 86,000 nuevos casos (IDF, 2015).

Figura 1. Estimacion de nuevos casos de DM1 por 100.000 nifios menores de 15 afios
por afio (IDF, 2015).



2.3. Fisiopatologia de la DM1

Anatomicamente, el pancreas esta conformado de 4 regiones: la cabeza, el cuello,
el cuerpo y la cola; ademas, esta clasificado como una glandula mixta, compuesto
por dos tipos de tejido, el endocrino y exocrino. En humanos, el tejido exocrino
representa aproximadamente el 80 a 85% del tejido pancreético, mientras que la
matriz extracelular y los vasos sanguineos ocupan entre el 10 y 15% y sélo un 2%,
constituye la parte endocrina del pancreas. El tejido exocrino esta formado por los
acinos pancreaticos y el sistema ductal; el tejido endocrino contiene conjuntos de
células denominados islotes de Langerhans, aproximadamente un millon por
pancreas. Los islotes pancreaticos estan rodeados por una red capilar a través de
la cual se realiza su secrecion endocrina. Tienen un tamafio aproximado de 50 a
250 micras, son esféricos o elipsoides y se encuentran en mayor densidad hacia la

cola del pancreas (Rahier et al., 2008).

Los islotes de Langerhans presentan cuatro tipos de células endocrinas:

o Células B productoras de insulina, 75-80% de las células presentes en los
islotes.

o Células a productoras de glucagon, 15% de los islotes.

o Células d productoras de somatostatina, 5% de las células de los islotes.

o Células PP productoras del polipéptido pancreético, alrededor del 2%

(Longnecker, 2014).

La etiologia de la DM1 se considera multifactorial, ain se desconocen los
mecanismos exactos para su desarrollo. Factores ambientales como la dieta y en
forma importante las infecciones virales han sido relacionadas con el padecimiento
(Knip, et al., 2005). Se han descrito alrededor de 60 genes asociados a la DM1, de
entre los cuales destacan los genes del antigeno leucocitario humano (HLA) de
clase Il, principalmente HLA-DRB1, HLA-DQAl y HLA-DQB1 conocidos por ser
responsables de aproximadamente un 50% de los casos de DM1 (Noble et al.,
2012). Es caracteristico el proceso de infiltracion por células inmunitarias

autorreactivas al cual se le conoce como insulitis (Gazda et al., 1997).



El complicado proceso por el cual se explica la patologia de la DM1 implica la
presencia de autoanticuerpos en respuesta a diferentes autoantigenos presentes
en pacientes con DM1. Algunos de los autoanticuerpos detectados son anti-islote
(ICA) (Pietropaolo et al., 2005) frente a insulina (IAA), descarboxilasa de acido
glutamico (GADG65), antigeno 2 de insulinoma (IA-2) (Allen et al.,, 2009) y
transportador de zinc ZnT8 (Steck et al., 2011).

La presencia de estos autoantigenos facilita el proceso de la destruccién de las
células B, mediante la accién de las células presentadoras de antigenos (APC)
que expondran los antigenos a la superficie de la membrana en asociacion con las
moléculas de histocompatibilidad de clase Il, ademas de presentarse una
infiltracion de IL-12. De esta forma, seran reconocidos por los linfocitos T
principalmente linfocitos CD4, los cuales tienen la capacidad de inducir la
activacion del sistema inmune, principalmente de citosinas como la IL-2 e
interferon alfa, beta y gamma (Lee et al., 2005). Tanto la IL-2 como el IFN-gamma
(IFN-g) promueven la activacion de linfocitos T citotoxicos y macrofagos.

Los linfocitos T citotoxicos, también conocidos como CD8+, tienen la capacidad de
activar la apoptosis mediante diferentes mecanismos, entre los cuales destaca la
produccion de proteinas como perforina y granzima, especificas para la mediacion
de lisis celular, o bien, mediante la proteina Fas y su ligando (Kim et al., 2012).
Después de la secrecion del IFN-gamma, los macréfagos se vuelven citotdxicos y
secretan diversas citoquinas como IL-1b, TNF-a e IFN-g y radicales libres que
promoveran la muerte de la célula B (Wachlin et al., 2003).

Aunado a lo anterior, cuando el sistema antioxidante pierde la capacidad de
controlar la produccion de radicales libres, se produce un incremento de la
peroxidacion lipidica, que da como resultado mayor produccion de radicales libres,

citotoxicidad y por ende, muerte celular.
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2.4. Tratamiento DM1

El tratamiento mas utilizado en la actualidad para pacientes con DM1 es la
aplicacion de insulina exdgena y sus diferentes analogos. La finalidad del uso de
insulina y sus analogos es proporcionar al paciente un mejor control metabdlico,
que permita tener niveles de glucosa lo méas cercano posible a los valores
normales (Malik et al., 2014). Si bien el uso de la insulina ha permitido la
sobrevida de miles de pacientes, su administracion exdégena presenta diversas
limitaciones. Determinar la cantidad exacta es uno de los principales problemas,
con frecuencia los pacientes, nifios y adolescentes, exigen ajustar la dosis de
forma frecuente, complicando la administracion ideal de insulina exogena. El
tratamiento con insulina exdgena no siempre es efectivo, muchos pacientes
presentan hiperglucemia a pesar del tratamiento; en los casos los que se logran
niveles normales de glucosa, frecuentemente se presentan episodios graves de
hipoglucemia (Nordfeldt et al., 2005). Ademas del problema relacionado con el

ajuste de la dosis ponderal, existen complicaciones asociadas que no han podido

10



erradicarse como la hiper e hipoglucemia. Debido a que la DM1 requiere
tratamiento con insulina de por vida, se buscan nuevas alternativas de tratamiento
que permita restaurar el metabolismo fisiol6gico de la glucosa. El trasplante de
células B, en forma de 6rgano completo o aislado, son una de las alternativas mas

prometedoras que han cobrado mayor importancia (CITR, 2008).

2.5. Modelos experimentales con trasplantes de dérganos y de islotes de
Langerhans.

Las complicaciones asociadas a la DM1 y la falta de control adecuado de los
niveles de glucosa sérica han llevado a la busqueda de nuevos tratamientos, los
cuales permitan restaurar la masa (3 perdida para conseguir valores normales de
glucosa. Entre las alternativas mas prometedoras se encuentra el trasplante de
pancreas y el reemplazo de células B que pueden restablecer la euglicemia y
lograr la independencia del uso de insulina exdégena en pacientes con DM1, sin el
riesgo asociado de hipoglucemia (CITR, 2008).

2.5.1. Trasplante de Pancreas

El trasplante pancreatico es un método utilizado desde 1966 como tratamiento
para la DM1; los primeros trasplantes se llevaron a cabo con injertos pancreaticos
ligados al riidn del donante. A través de los afios, la técnica de trasplante se ha
venido modificando, tratando de disminuir las complicaciones postoperatorias
(Kelly et al., 1967).

Entre los reportes que permiten visualizar este avance destacan: En 1973, con el
implante en cuatro pacientes con segmentos pancreaticos y en los cuales, los
ajustes de la técnica consistieron en evitar trasplantar el duodeno, mediante una
anastomosis del conducto pancreético al uréter ipsilateral (Gliedman et al., 1973).
En 1978, se reporta una nueva técnica, la cual consistia en inyectar un material
liquido de caucho sintético (neopreno), material con el cual se lograba islotes bien
vascularizados y funcionando por periodos prolongados de hasta 8 meses
(Dubernard et al., 1978). En 1983, se inform0 de una técnica basada en el drenaje

vesical de un injerto segmentado. Esta técnica tuvo una amplia popularidad y fue

11



utilizada hasta finales de los 90's, debido a la baja incidencia de complicaciones
quirdrgicas y a que, mediante la medicion de los descensos de amilasa en la orina,
podian detectar el rechazo al injerto.

En resumen, los principales problemas asociados al trasplante de pancreas
radican en la escasez de donantes, una cirugia invasiva y complicaciones
postoperatorias tempranas tales como la trombosis, pancreatitis, infecciones, etc.
(Li et al., 2016).

2.5.2. Trasplante de islotes de Langerhans

El trasplante de islotes de Langerhans es una de las alternativas mas
prometedoras en el tratamiento de la DM1. Las técnicas utilizadas para el
aislamiento de los islotes de Langerhans tienen sus primeras aportaciones en
1965, con el trabajo de Moskalewski que informé sobre el aislamiento de islotes de
Langerhans mediante digestién parcial del pancreas de cobayo con el uso de
colagenasa, obteniendo un procedimiento reproducible y que garantizaba la
obtencion de una cantidad suficiente de islotes viables (Moskalewski et al., 1965).

En 1967, Paul Lacy inform6 un método para aislar islotes de Langerhans de rata
gue consistia en inyectar a través del conducto pancreatico solucion de Hanks,
seguido de una digestién con colagenasa y separacion por sedimentacion, los
islotes obtenidos liberaban insulina in vitro, ademas de mostrar una morfologia
aparentemente normal a la observacion por microscopia 6ptica (Lacy et al., 1967).

En 1988, Ricordi describié un método automatizado para el aislamiento de islotes
de Langerhans humanos, mediante el uso de un gradiente de Ficoll, con el cual se
conseguian islotes con altos niveles de rendimiento y pureza. Ademas, se
observaban islotes morfolégicamente intactos y capaces de responder a la
estimulacién con glucosa (Ricordi et al.,, 1988). En la década de 1990, se
realizaron hasta 267 trasplantes de islotes, dando como resultado Ila
independencia de solo un 12, 4% de pacientes por mas de una semana y con una

viabilidad mayor de un afo de tan solo el 8,2% (Brendel et al., 1999).
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Fue hasta el afio 2000 donde se implemento el protocolo de Edmonton, dirigido
por Shapiro, en el cual se trasplantaron a siete pacientes con islotes de
Langerhans obtenidos por perfusion con colagenasa y trasplantados a través de la
vena porta, el trasplante fue acompafado de un tratamiento inmunosupresor con
sirolimus, tacrolimus y daclizumab, al cual se le atribuye el éxito del implante
(Shapiro et al., 2000).

El protocolo de Edmonton ha sido considerado un antes y un después en la
historia de los trasplantes con islotes de Langerhans. Aun después del éxito
obtenido con este protocolo, el trasplante de islotes de Langerhans presenta
todavia considerables limitaciones que pueden disminuir la eficiencia y el éxito de
este procedimiento. Entre ellas, se encuentran la dificultad técnica del
procedimiento, la insuficiente cantidad de islotes disponibles para trasplante y la

pérdida de funcién y destruccién de los islotes una vez trasplantados.

2.6. Aislamiento de Islotes de Langerhans

El procedimiento tiene numerosos aspectos criticos entre los que se encuentran el
conseguir un numero suficiente de islotes, viabilidad, funcionalidad y pureza
adecuados para el trasplante. Algunos otros aspectos a tomar en cuenta para un
aislamiento exitoso son la calidad de la colagenasa, las caracteristicas del donante
(edad, obesidad, estabilidad hemodinamica previa) y por supuesto, la habilidad
técnica del equipo que realiza el aislamiento. En los casos exitosos, tan sélo
alrededor del 30-50% de los islotes del pancreas son recuperados, debido al
estrés mecanico y quimico que los lesiona. Ademas de tomar en cuenta que la
unica fuente actual de células B para trasplantar proviene de los donantes de
organos (Sakuma et al., 2008).

Con respecto al donador, existen factores que deberan ser considerados para
garantizar la obtencion de islotes pancreéaticos con un mayor rendimiento y
adecuada funcionalidad. La mayor parte del material pancreatico proviene de
donantes con muerte cerebral, factor que se ha asociado a una disminucién en la
calidad de los islotes obtenidos, ya que se ha observado que el rendimiento y la

calidad proveniente de donantes vivos, es mayor en comparacioén con pacientes
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con muerte cerebral (Jung et al., 2007). La edad del donante es otro factor que
impactara sobre la calidad de los islotes aislados. Kaddis et al., (2010) reportaba
que la obtencion de islotes de pacientes mayores nos daria un rendimiento mas
pobre, sin embargo Niclauss (2011) no report6 diferencias en los islotes obtenidos
de pacientes menores de 45 afos contra pacientes mayores de 45 afios. Ademas,
reportd que la funcion del trasplante se vio reducida en donadores de edad
avanzada. Se ha descrito que los pacientes con sobrepeso son candidatos
idoneos para ser donadores, de esta forma se obtienen mejores rendimientos de
islotes, contrario a lo que sucede con el trasplante de pancreas, donde un
pancreas con grasa en la periferia no cumple con la funcionalidad deseada una
vez trasplantado (Ridway et al., 2010).

El proceso de aislamiento de islotes pancreaticos inicia con la infiltracion a través
del conducto pancreatico, de enzimas digestivas como la colagenasa y la liberasa
(Shapiro et al., 2000), seguida de una mas prolongada digestién enzimatica con
agitacion vigorosa y por ultimo, para la obtencion de los islotes pancreaticos se
utilizan gradientes de Ficoll, separando las fracciones endocrinas de las exocrinas,
de acuerdo a la diferencia de densidades (Azarpira et al., 2014). Esta técnica
somete a los islotes a dafio mecanico, enzimético, osmotico y estrés isquémico,
razén por la cual es frecuente obtener pocos islotes o islotes disfuncionales (Nano
et al., 2005).

2.7. Sitios de para el trasplante

El sitio del trasplante ha sido otro punto de discusién, en la blsqueda del sitio
idoneo para realizar el trasplante, se han evaluado diferentes sitios anatomicos
CcOmMo son:

El trasplante de islotes intratimico tiene una ventaja sobre los demas ya que es un
sitio de facil acceso, ademas de permitir cierto grado de tolerancia inmunitaria
(Juang et al., 1995). Otro sitio explorado es el trasplante en el espacio intratecal,
gue ha mostrado viabilidad prolongada del implante, aunque el acceso al sitio
muestra dificultades, por lo cual aun no es considerado como el sitio idoneo (Hara
et al., 1993).
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En 2010, se compararon diferentes sitios para trasplantar los islotes, los lugares
analizados fueron el rifidn, higado, musculo y la bolsa omental. En relacion a la
cirugia, los trasplantes subcapsular en rifidbn y muasculo, son menos invasivos;
contrario al trasplante en higado y en epiplon, en los cuales existen mayor riesgo
de mortalidad (Kim et al., 2010). En lo referente a la funcionalidad en musculo se
ha considerado como un sitio con poca viabilidad, debido a su pobre perfusion
tisular; el trasplante en la bolsa omental ofrece ventaja como un buen suministro
de sangre, sin embargo, no es un sitio adecuado en pacientes que requieran
laparotomia (Hiller et al., 1991).
El trasplante subcapsular del rifibn representa un sitio con una rica
vascularizacién, con lo cual se esperaria fuera un sitio idoneo para el trasplante a
pesar del acceso quirdrgico. Sin embargo, los resultados en humanos no han sido
tan benéficos como lo observado en modelos animales (Juang et al., 2005).
Por ultimo, el trasplante hepatico a través de la vena portal, ha sido de los mas
utilizados y en humanos, ha proporcionado buenos resultados debido a que brinda
una adecuada vascularizacion, lo que permite una alta viabilidad y el sitio puede
ser accesible por perfusion percutanea. El implante de islotes de Langerhans es el
estandar actual en la basqueda de un mejor tratamiento de la DM1 en humanos
(Kemp et al., 1973; Shapiro et al., 2000).
En base a los experimentos realizados tanto en animales como en humanos, para
identificar el sitio ideal para el trasplante de islotes se ha concluido que el sitio
idoneo deberia contar con los siguientes requisitos:

o Minimizar las reacciones inflamatorias

o Proporcionar un microambiente bien vascularizado

o Proporcionar un acceso facil

o Proteger el trasplante de las respuestas autoinmunes (Tchervenivanov et

al., 2002).
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2.8. Destruccion de los islotes trasplantados

Realizado el trasplante existen mecanismos mediante los cuales se produce la
destruccion del material trasplantado. Se ha observado que una semana después
del trasplante, se pierde una gran parte de los islotes (Jirak et al., 2009).

Esta pérdida se lleva a cabo por mecanismos que involucran a la respuesta
inflamatoria inespecifica, mediada por citocinas como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-alfa), la interleucina 1 (IL-1) y el interferon gamma (IFN-gamma). Estas
citocinas tienen la capacidad de estimular la produccion de radicales libres de
oxigeno en células como los macrofagos, los cuales estarian implicados en la
destruccion de los islotes trasplantados (Jindal et al., 2000).

Otro de los mecanismos por los cuales se pierde el material trasplantado es la
presencia de autoanticuerpos, por ejemplo, se ha observado que la presencia de
aumentos en el autoanticuerpo anti-islote 2, aumenta significativamente el riesgo
en el fracaso del injerto, en comparacion con pacientes que no lo presentan.
Ademas, una vez realizado el trasplante, se activan sistemas de coagulacién vy el
complemento, con lo que los islotes son rodeados de codgulos e infiltrados por
leucocitos causando dafio sobre los islotes, explicando en gran medida los
resultados poco satisfactorios del trasplante de islotes de Langerhans en humanos
(Piemonti et al., 2013).

Se han identificado los anticuerpos anti-HLA especificos del donante como una
causa importante de la destruccién de los islotes, los cuales llegan a ser
desencadenados de forma abrupta tras la suspensién del tratamiento
inmunosupresor, aunque es importante destacar que en el trasplante no produce
un aumento considerable de anticuerpos anti-HLA, como si sucede con el
trasplante de pancreas (Bennet et al., 2000). Por ultimo, se debe de tomar en
cuenta que los islotes trasplantados con el trascurso del tiempo llegaran a ser

destruidos por la autoinmunidad que desencadend originalmente la DM1.
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2.9. Tratamientos inmunosupresores

Con el fin de prolongar la viabilidad y funcionalidad del trasplante de islotes de
Langerhans, se ha buscado atacar los mecanismos que llevan a la destruccion de
los islotes una vez trasplantados. Algunas de las estrategias que se han seguido
para evitar los dafios a los islotes consisten en la eliminacion de los antigenos, es
decir extraccion de los epitopos inmunogénicos, uno de los ejemplos mas claros
es la presencia del anticuerpo dirigido contra el epitopo Gal, de esta manera se

puede prevenir el rechazo al trasplante de islotes (Lin et al., 2000).

Evitar la activacion de la cascada del complemento es otra de las alternativas a los
tratamientos inmunosupresores, en las cuales se busca el uso de inhibidores
especificos al complemento. Los inhibidores estudiados son el receptor del
complemento soluble tipo 1, el veneno de cobra, produccion de animales
transgénicos para proteinas como hCD55, HCD46 (Kobayashi et al., 1997; Lam et
al., 2005; Menoret et al., 2004). Sin embargo, en este caso llega a ser necesario
inhibir multiples etapas de la cascada del complemento (Huber-Lang et al., 2006).

Las estrategias farmacoldgicas apuntan a la eliminacién de aquellas células
productoras de anticuerpos, usando farmacos inmunosupresores como es el caso
de la ciclofosfamida, ricina o bortezomib (Bauer et al., 2010; Cozzi et al., 2003;
Tanemura et al., 2002). Aunque el uso de estos farmacos aun no logra prolongar

de manera importante la viabilidad del trasplante.

El guimerismo hematopoyético mixto es otra opcién que para disminuir la pérdida
de los islotes trasplantados, mediante la induccion de la tolerancia de las células B
(Ohdan et al., 1999), observandose que mediante esta induccion se obtendra una
aceptacion del trasplante sin necesidad de algun otro tipo de inmunosupresion.

El uso de anticuerpos anti-CD154, ha sido utilizado con el fin de prolongar la
supervivencia del implante y ha resultado ser muy prometedor (Cardona et al.,
2006; Kuwaki et al., 2005), sin embargo, se han presentado complicaciones como
eventos tromboembdlicos que lo han descartado (Ezzelarab et al., 2009).
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La tolerancia de células T es otra de las alternativas exploradas desde 1996,
mediante el trasplante de tejido timico como forma de induccion de tolerancia.
Ademas, es funcional en alo y xenotrasplantes (Wu et al., 2008), la activacién de
la tolerancia de las células T ha mostrado suprimir la respuesta de la activacion de

macrofagos y células B ( Singh et al., 2012).

Hasta el momento, la terapia mas prometedora es el propuesto en el protocolo de
Edmonton, con el uso de un tratamiento libre de corticosteroides, a base de
tacrolimus y sirolimus (Shapiro et al., 2000).

La estandarizacion de la técnica de aislado de islotes de Langerhans, nos
permitird aislar islotes para su posterior implante en un modelo murino de DM1,
ademas de proponer un tratamiento que nos permita ofrecer una tolerancia
inmunitaria y con lo cual, se esperaria prolongar la viabilidad y funcionalidad del
trasplante de islotes pancreaticos. Lo que en un futuro permitiria ofrecer a los
pacientes con DM1 un tratamiento alternativo con el cual puedan liberarse del uso
de la insulina exdgena y prevenir la aparicion de las complicaciones cronicas

asociadas a la DM1.
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3. Justificacion.

La DM1 es una enfermedad metabdlica autoinmune causada por la destruccién de
las células B pancreaticas, provocando una deficiencia progresiva de insulina y un
aumento patologico de los de glucosa; afecta principalmente a nifios y
adolescentes. A nivel mundial, se han estimado alrededor de 542,000 nifios
menores de 15 afios con DM1; por afio, se presenta una incidencia de alrededor
de 86,000 nuevos casos. A nivel nacional, en 2015 habia aproximadamente
13,500 nifios menores de 15 afios con DM1 (IDF, 2015). Es uno de los
padecimientos con mayor morbi-mortalidad, consume gran parte de los recursos
sanitarios a nivel mundial, aproximadamente 1,197 mil millones de délares (IDF,
2015). A nivel nacional, se estiman gastos por 1,1563 mil millones de doélares
(PEF, 2012). Por todo esto, existe una intensa investigacion para el desarrollo de
nuevas terapias que permitan un control metabdlico mas estricto en esta
patologia, entre las que se encuentran el trasplante de pancreas, trasplante de
islotes de Langerhans y el tratamiento con células madre. De entre éstos, el
trasplante de islotes constituye un tratamiento bastante prometedor ya que
proporciona un adecuado control glucémico, evitando la administracion diaria de
insulina. La estandarizacion de la técnica de aislado de islotes pancreaticos,
permitira obtener material viable y funcional para su posterior aplicacion como
trasplante a partir de la vena porta en un modelo murino de DM1 y proyectarlo

como un tratamiento alternativo en la DM1.
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4. Hipotesis
La estandarizacion de la técnica de aislado de islotes pancreaticos, permitira la
obtencién de islotes de Langerhans viables para su posterior implante en un

modelo murino de DML1.

5. Objetivo general

Estandarizar la técnica de aislado de islotes de Langerhans.

6. Objetivos especificos

1. Desarrollar la técnica de aislamientos de islotes de Langerhans, mediante la
separaciéon por columna de Ficoll.

2. Determinar el rendimiento en la obtencion de islotes viables.

3. Caracterizacion de los islotes de Langerhans aislados.
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7. Materiales y Métodos

7.1. Materiales

7.1.1. Material
Jeringas de insulina y de 5cc, Material Quirargico, Mesh con poros de 0.5mm de

diametro, Pipetas desechables de 10cc, Pipeta eléctrica, Tubos Falcon de 50cc.

7.1.2. Equipo
Centrifuga refrigerada
Microscopio

Campana de flujo laminar

7.1.3. Reactivos
Colagenasa tipo IV (C5138, Sigma)

Ficoll-paque (17-5446-52, GE Healthcare)
Medio DMEM (D5796, Sigma)
Suero Fetal Bovino (FGR-BBT-5XM, RMBIO)

7.1.4. Material Biolégico
Los animales fueron obtenidos del Bioterio del INB-UNAM, ratas Wistar macho de

mas de 400 grs de peso.

7.2. Metodologia

7.2.1. Técnica de extraccion y digestion pancreatica.

Se trabaj6 con ratas sanas para la extraccion pancreatica. Se sacrificaron con éter
como lo marca la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999. Posteriormente,
se realiz6 una incisibn abdominal con tijeras de diseccidén, hasta exponer el
pancreas y se identifico el conducto pancreatico. Se introdujo a traveés del
conducto pancreético una jeringa de insulina de 1 cc con colagenasa tipo IV. Se
instil6 la colagenasa a través del conducto pancreatico hasta conseguir la
infiltracion completa del 6rgano. Posteriormente, el pancreas fue extraido y
colocado en un tubo de Falcon de 50 mL, manteniéndolo en hielo. Al término de la
diseccion, el pancreas fue colocado en bafio Maria a 37°C, por 17-19 minutos
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(este tiempo debe ajustarse de acuerdo a cada lote de colagenasa), este paso
permitio la activacion de la digestion por temperatura. Al terminar este lapso, la
digestion fue detenida afiadiendo medio DMEM suplementado con suero fetal
bovino al 10%. Se procedio a realizar la agitacion vigorosa hasta tener una mezcla
homogénea, pasandolo a través del mesh con poros de 0.5 mm de diametro.
Después, se realizaron lavados con medio DMEM para hacer pasar todos los
residuos. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con medio DMEM, centrifugando

a 1200 rpm, por 5 minutos en cada ocasion.

El pellet obtenido fue reconstituido con medio DMEM en un tubo Falcon de 50 ml;
posteriormente, se afiadid una capa de Ficoll, comenzando su aplicacion en el
fondo del tubo, con apoyo de una pipeta serolégica de 10 mL, teniendo precaucién
de no mezclar las capas, permitiendo la presencia de la interfase entre el medio
qgue contiene los islotes y el Ficoll. Una vez obtenido esta preparacion, fue
centrifugada por 20 minutos a 4°C, con desaceleracion lenta. Al terminar, se
recolectaron los islotes que quedaron en la interfase, con una pipeta de 1000 uL.
El material recolectado fue colocado en un tubo Falcon de 50 mL, donde se
realizaron dos lavados con medio DMEM. Finalmente, se colocaron en una caja de

petri para visualizarlos y contarlos en el microscopio.

7.2.2. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se realiz6 de la siguiente forma:

Una vez obtenido el pellet de la extraccion del concentrado de islotes de
Langerhans se procedi6 a su fijacion con paraformaldehido al 3.5%. Esta fijacion se
realiz6 durante media hora. Posteriormente, se hicieron 4 lavados con PBT
(PBS/Triton X-100 0.1%) de 10 minutos cada uno. Se realiz6 una serie de lavados
para deshidratar las muestras con metanol 10%, 30%, 50% y 80%, 5 minutos por
lavado. Después, para inactivar peroxidasas enddgenas se realizo otro lavado con
metanol 80% y H202 6%, por 2 hrs, a temperatura ambiente. Al término de este
tiempo se hizo el bloqueo con una solucibn con PBT-M (PBS/Triton X-100
0.1%l/leche 2%), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al finalizar este

tiempo, se afiadio el anticuerpo primario contra Insulina (1/1000) y se dej6 toda la
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noche a 4°C. Posteriormente, se realizaron 6 lavados de 10 minutos cada uno con
PBT-M, a temperatura ambiente. Después del término de los lavados, se afiadi6 el
anticuerpo secundario Anti-mouse biotinilado 1/200, diluido en PBS/Triton X-100
0.1%l/leche 2%/suero de cabra inactivado por calor 10%, durante toda la noche. Al
término de este lapso, se lavd en 6 ocasiones en PBS/Tritdbn X-100 0.1%/leche
2%/suero de cabra inactivado por calor 10%, 10 minutos cada uno. Posteriormente,
se realiz6 un lavado con PBT, en 2 ocasiones por 10 minutos cada una. Para
realizar el revelado, se prepar6 una solucion con Abidina y Biotina, 11 uL de cada
uno para cada 1000 uL de PBT y se dejo reposar durante 30 minutos. Se incubd
con la muestra durante 2 hrs a temperatura ambiente; posteriormente, se hicieron 4
lavados de 5 minutos cada uno con PBT. Al final, se agreg6 una solucién de DAB
(32 pL), Buffer (16 pL), Niquel (16 pL) y H202 (16 pL) por cada 1000 pL de PBT. Se
revelé por espacio de 30 segundos a 3 minutos, tomando en cuenta la intensidad
del revelado requerido; la reaccion se detuvo lavando con PBT frio, 4 lavados de 5
minutos cada uno.

Al final, se agregd Entellan®, se coloco en un cubreobjetos y se sellé con barniz.

Posteriormente, se visualizd en el microscopio.

7.2.3. Determinacion del rendimiento

La determinacion del rendimiento se determiné a partir del conteo del nimero de
islotes presentes en ocho laminillas, tratadas previamente con la
inmunohistoquimica. Se realiz6 el conteo por cada laminilla y se promediaron los

valores obtenidos.
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8. Resultados y discusion

La estandarizacion de la técnica de aislado de islotes pancreaticos es
indispensable para establecer las caracteristicas del procedimiento en comdn que
nos permita la obtencién de material viable y con un rendimiento en la obtencion
de islotes superior o similar a los reportados en publicaciones previas.

La estandarizacion de islotes requiere enfocarse en puntos clave que permitiran el
desarrollo de un procedimiento aceptable en cuestion de calidad y rendimiento de

la técnica.

Técnica de extraccion y digestion pancreatica.
e Peso promedio de larata

En el proceso de la estandarizacion se logré concluir que el peso de la rata seria
crucial en el éxito de canalizacién e infiltracion de la colagenasa tipo IV. Los
protocolos analizados hacen referencia al uso de ratas con un peso de 150 a 180
g (O'Dowd, 2009), en su mayoria refieren usar ratas con un peso de 250 a 300 g
(Cavallari, 2007), sin embargo, algunos de los articulos revisados llegan a obviar
esta informacion. En base a lo antes mencionado se trabajé con ratas con un peso
de entre 250 y 300 g, trabajar con ratas con este peso promedio fue bastante
complicado debido a la dificultad en la localizacion del conducto pancreatico, una
vez localizado el conducto pancreatico era demasiado delgado y poco visible con
lo cual la canalizacion del mismo era imposible provocando la perforacion y con
ello la fuga de la colagenasa tipo IV. Por lo anterior se decidio trabajar con ratas
con un peso mayor a 450 g, con el aumento en el tamafio de la rata se observé un
aumento en el tamafio del pancreas y por ende en el tamafio del conducto
pancreatico facilitando la localizacion del mismo, asi como el infiltrado de la
colagenasa tipo IV. En la Figura 3 se observa la calidad del conducto pancreatico

en las ratas de 250 a 300g contra las ratas con un peso mayor a 450g.
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Figura 3. Identificacién del conducto pancreatico. A) Ratas con peso de 250 a 300 g.
B) Ratas con peso mayor a 450 g. Flecha roja;: Conducto pancreatico.

Infiltracion del conducto pancreatico. Poco se menciona en los protocolos
publicados en relacion a la forma de realizar el infiltrado o bien el material con el
cual se realizara. Sin embargo, es un punto critico ya que de no contarse con el
material adecuado podria ocurrir un dafio mecéanico sobre el pancreas y perder por
completo el 6rgano o tener una baja en el rendimiento de la técnica. La mayoria de
los articulos consultados se limitan a mencionar que se realiza una canulacion del
conducto pancreatico sin ser mas especificos sobre el material con el cual realizan
el procedimiento (Chaib, 2000; Carter, 2009; Morini, 2006). La mayor informacion
que se ha obtenido para la realizacién de este proyecto es el uso de un catéter
hecho especialmente para infiltrar el conducto pancreatico aunado a una ligadura
fija, sin hacer mayor referencia en medidas o alguna otra caracteristica especial
(Pang, 2015). Por lo mencionado anteriormente, como equipo de trabajo
concluimos que estandarizar el material con el cual se puncionaré e infiltrara el
conducto pancreatico permitira garantizar el tener o no material para la extraccion
de los islotes pancreaticos, ya que si el conducto pancreatico llega a ser perforado
perderemos el 6rgano o el rendimiento de nuestra técnica sera insuficiente. Las
primeras punciones se realizaron con un punzocat amarillo 24 G del catéter x 20
mm. de longitud de la aguja x 26 G (0.45 mm) de la aguja, tomando en cuenta que
el didmetro aproximado del conducto pancreético es de 1.017 mm. De acuerdo a
los didmetros antes mencionados, el diametro de la aguja no representaria
problema para puncionar el conducto pancreatico, sin embargo, el uso del punzocat
implicaba perforar el conducto impulsando el tubing hacia el conducto pancreatico y
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retirando la aguja para el posterior acoplamiento de la jeringa con la colagenasa, lo
que conlleva a una manipulacion excesiva generando en la mayoria de los casos la
perforacion del conducto pancreatico limitAndonos al uso del mismo, descartando el
uso del punzocat. La siguiente opcion fue utilizar una jeringa de insulina con un
diametro de 30G (0.30 mm), el uso de esta jeringa permitié la puncion e infiltrado
del pancreas a través del conducto con mayor facilidad y sin necesidad de una
manipulacion excesiva, esto debido a sus caracteristicas entre ellas un menor
diametro y ademas, la ventaja de no tener que manipular para la colocacion del
embolo con la colagenasa, si no previamente la jeringa ya va cargada con la
colagenasa a infiltrar. En base a esto y a la facilidad de manipulacién de la jeringa y
a su facil obtencion en el mercado decidimos trabajar con este material, como se

muestra en la figura 4.

Figura 4. Procedimiento de infiltrado con tinta china dilucion 1:9 en solucién salina a
través del conducto pancreatico. A) Puncion con Punzocat. B) Puncién con jeringa de
insulina.
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Proceso de Digestion. El proceso de digestion nos permite liberar los islotes
pancreaticos del tejido exocrino. El proceso de digestion se lleva a cabo con el uso
de enzimas generalmente con colagenasa, enzima que rompera los enlaces
peptidicos del colageno y nos permitira liberar los islotes. Sin embargo, para el uso
de estas enzimas habra que tomar en cuenta que la funcionalidad y viabilidad de
los islotes obtenidos se vera directamente alterada o modificada por la colagenasa
utilizada. Los factores que influyen en el proceso de digestion son el tiempo, la
temperatura, la concentracion volumen y via de administracién de la colagenasa,
datos que desafortunadamente no han sido estandarizados y cambian de
protocolo a protocolo (de Hann, 2004). La estandarizacion de la concentracion de
colagenasa fue basada en bibliografia reportada donde se menciona el uso de 1,4
mg/mL en una solucién de sal equilibrada de Hank modificada (Carter, 2009), 0.7

mg/mL de colagenasa en una solucién a 4°C (Morini, 2006).

Concentracion de colagenasa tipo IV. La concentracion ideal de colagenasa
permite una digestion del tejido pancreatico adecuada asi como la cantidad a
infiltrar. Revisamos diferentes protocolos y decidimos evaluar concentraciones
similares a las presentadas en la literatura. Algunos de los reportes mencionan la
preparaciéon de la colagenasa con 0.5 mg/mL (Pang, 2015), 0.7 mg/mL (Chaib,
2000) y 1.4 mg/mL (Carter, 2009). Sin embargo, la colagenasa presenta
caracteristicas enzimaticas muy variables, debido a la falta de procedimientos
estandarizados para la extraccion y purificacion de la colagenasa (Barnett, 2005).
El primer punto a tomar en cuenta es trabajar con colagenasa del mismo lote de
produccion, disminuyendo de forma importante variables en el proceso de
digestién. En base a la literatura, se decidid trabajar con tres concentraciones
diferentes y determinar cual nos proporcionaria la mejor digestion pancreatica, sin
danar los islotes pancreaticos. Se evaluaron concentraciones de 0.5, 1.0y 1.5
mg/mL para determinar de acuerdo a la colagenasa, cudl seria la ideal para la
digestién pancreatica. Aunado a la concentracién de la colagenasa, se determiné
el volumen de colagenasa a infiltrar a través del conducto pancreético ya que al

igual que las caracteristicas mencionadas anteriormente, es un valor no
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estandarizado por la poca estabilidad que presenta la colagenasa. Sin embargo,
nuestra determinacion la realizamos con infiltraciones desde 2 mL hasta 4 mL de
la solucion de colagenasa (Carter, 2009; Stull, 2012). En base a lo anterior, se
infiltraron diferentes cantidades de colagenasa 1 mL, 3-4 mL y 5 mL. De las
diferentes concentraciones de colagenasa, se observo que con la colagenasa a
0.5 mg/mL existia una falta de digestién pancreatica, con 1.0 mg/mL, el pancreas
tenia una digestion del 90 % y con una concentracion de 1.5 mg/mL, el pancreas
se digeria de manera excesiva causando dafio de los islotes pancreaticos.
Referente al volumen, se evalu6 con las diferentes concentraciones sin embargo,
con 1 mL no se logra infiltrar el pancreas por completo, debido al tamafio de la
rata, con 4-5 mL se infiltra casi en su totalidad, mientras que 5 mL es un volumen
excesivo que rompe el pancreas, siendo imposible extraerlo una vez infiltrada la
colagenasa. De acuerdo a nuestros analisis, concluimos que las condiciones

ideales son 1.0 mg/mL y de 3-4 mL de volumen de colagenasa a infiltrar.

Tabla 1. Concentracion de Colagenasa Tipo IV

0,5 mg/mL 1,0 mg/mL 1,5 mg/mL

Digestion pancreética Exceso de digestion

Falta de digestion pancreética o -
suficiente pancreatica

Tabla 2. Cantidad de Colagenasa Tipo IV (mL) a infiltrar a través el conducto
pancreatico

I1mL 3-4 mL 5mL
Infiltracion pancreética Infiltracion del 90% del Filtraciobn pancreatica por
incompleta pancreas exceso de volumen
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Tiempo de digestion a 37°C. La actividad de la colagenasa se activa a 37°C. El
tiempo ideal para la digestion completa del pancreas se debe establecer de
acuerdo a la colagenasa que se esté trabajando, por lo cual fue necesario
determinar el tiempo en el que se lograba separar los islotes pancreaticos del
material exocrino, sin digerir los islotes. De igual forma los reportes proporcionan
tiempos de digestion que con el material o reactivos que ellos tenian fueron
suficientes para obtener una digestion suficiente en la extraccion de islotes.
Reportandose tiempos desde 8 a 11 minutos (Carter, 2009) sin embargo, para
nosotros ese tiempo de digestion fue insuficiente, por lo cual debimos prolongar el

tiempo logrando obtener la digestiébn en un tiempo aproximado de 17 a 19 minutos.

Tabla 3. Tiempo de digestion en bafio maria a 37°C

5 min 10 min 15 min 17-19 min
. : Falta de digestion del Digestién del 80% del S
Pancreas integro ; . completamente
pancreas pancreas digerido

Tiempo y velocidad de centrifugado. Era necesario determinar la velocidad y el
tiempo de centrifugado con el fin de obtener la mayor cantidad de islotes, teniendo
especial cuidado en que estos factores no afecten la calidad de los islotes. Las
referencias que teniamos era de 1000 a 1200 rpm, con tiempos de 2 a 4 minutos
(Carter, 2009; Chaib, 2000). Por lo tanto, evaluamos diferentes tiempos a diferentes
rpm, determinando que a 1200 rpm por 5 minutos obteniamos una buena

concentracion de células con una buena calidad en las células aisladas.
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Tabla 4. Tiempo de velocidad y centrifugado

RPM Tiempo (min) Resultado

5
500 10 Formacion de pellet poco visible
15

1200 150 Formacion de pellet de buen tamafio

5
1500 10
15

Pellet con las mismas caracteristicas, que el
obtenido a 1200 rpm

Tiempo y velocidad de centrifugado con el gradiente de ficoll. Para realizar
separaciones mediante gradientes de ficoll fue complicado la determinacion de la
velocidad y el tiempo de centrifugado, sin embargo, recurrimos a centrifugar a 1200
rpm durante veinte minutos de acuerdo a lo referenciado por Carter, 2009.

Obteniendo en este tiempo la separacion de los islotes.

Capa de
Islotes

Figura 5. Aislado de islotes con el uso de la columna de ficoll
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Caracterizacion de los islotes mediante la inmunohistoquimica. Los islotes
obtenidos, se fijaron con paraformaldehido al 3.5%, se colocaron sobre laminillas
gelatinizadas, realizando la inmunohistoquimica para confirmar la presencia de
islotes, determinar el tamafio y evaluara su morfologia. Como controles, se
incluyeron estudios de tejido pancreatico y hepatico. Se confirmo la presencia de
los islotes de Langerhans, al visualizar en el microscopio, conglomerados celulares
de color marrén como se observa en la figura 6, se observan nucleos celulares de
células presentes en los islotes, debido al reconocimiento de la insulina por el
anticuerpo. Una vez caracterizadas mediante inmunohistoquimica se determiné el
diametro de las células para confirmar que el material obtenido corresponde a los
islotes, el didmetro reportado para los islotes oscila entre 50 a 250 um (Carter,
2009), los islotes aislados por esta técnica tuvieron un diametro promedio de
195.46+48.01um (desviacidn estandar), mientras que en los controles, el diametro
fue 152.63+40.25um (desviacion estandar). Confirmando de esta manera que el
material obtenido a partir de la técnica aqui reportada corresponde a islotes

pancreaticos.

A ' B [ ' =
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Figura 6. Inmunohistoquimica. A) Control positivo (pancreas). B) Control negativo (higado).
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Figura 7. Caracterizacion de islotes aislados.

Tabla 5. Diametro de los islotes pancreaticos

Islotes aislados Control tejido pancreético
Diametro (um) 195.46 Diametro (um) 152.63
Desv Est 48.01 Desv Est 40.25

Rendimiento de la técnica de aislado de islotes. Parte de los objetivos al
estandarizar una técnica fue proporcionar caracteristicas que permitan ofrecer una
técnica con un rendimiento similar o mayor. Debido a la gran cantidad de reportes
sobre aislado de islotes pancreaticos, existen diversos reportes en cuanto al
rendimiento o al nimero de islotes aislados. Se estima que el pancreas de una rata
cuenta con alrededor de 3000 a 5000 islotes, después del proceso de aislado se
aislan entre 600 a 800 islotes (de Groot, 2004). Se analiz6é el rendimiento de la
técnica antes propuesta y se obtuvo un rendimiento de aproximadamente 670
islotes/mL, valor capaz de garantizar una técnica con un rendimiento aceptable

dentro de los parametros antes establecidos.
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9. Conclusion

La estandarizacion de la técnica de extraccion de islotes de Langerhans permitira
contar con una herramienta novedosa y con multiples aplicaciones. En este
momento, contamos con un procedimiento dominado, en el cual hemos podido
disminuir los tiempos de procesamiento para elevar la sobrevida de los islotes asi
como aumentar el rendimiento en la obtencion del nimero de islotes aislados. La
técnica establecida permite la obtencion de material celular con préacticamente
todas las caracteristicas morfologicas de un islote pancreatico para poder ser
utilizado en procedimientos de trasplante en modelos de lesion en el sistema

nervioso como en modelos de diabetes.
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