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RESUMEN.

La Diabetes es una de las enfermedades cronicas de mayor incidencia y
prevalencia en las sociedades occidentales. Su tratamiento mediante la
administracion de insulina exdgena presenta diversas dificultades como la
imposibilidad de regular correctamente la glicemia. Por esto, la busqueda de
nuevos tratamientos y especificamente la busqueda de una cura definitiva como el
transplante de islotes de Langerhans es de suma importancia. El trasplante de
islotes pancreéaticos mejora dia a dia sus resultados clinicos gracias a numerosos
adelantos en el proceso desarrollados en los ultimos afios.

Varios estudios han sugerido que la temperatura influye, condiciona y
modula la secrecion de insulina, en algunos casos inhibiéndola y en otros
estimulandola. A pesar de estos antecedentes, alin no existen reportes de como el
enfriamiento influye en la secrecion de insulina en concentraciones basales de
glucosa.

Como una forma de analizar el efecto in vitro de la temperatura sobre la
secrecion de insulina de los islotes de Langerhans, en el presente trabajo de
memoria de titulo procedimos a incubar a diferentes temperaturas, islotes de
Langerhans de ratas Sprague-Dawley en medio de cultivo con concentraciones
basales de glucosa, para posteriormente medir la insulina secretada a cada una

de las temperaturas.



Los datos se secrecion de insulina obtenidos, son valores normales para
una concentracién basal de glucosa. Las temperaturas a las que fueron sometidos
a incubacion los islotes de Langerhans en un primer experimento fueron de 37°C,
30°C, 23°C, 16°C, 10°C y 3°C. Este descenso progresivo de la temperatura se
realiz6 con intervalos de una hora. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las distintas concentraciones de insulina secretada entre los
grupos incubados en el rango de 37°C a 16°C. Sin embargo, se demostré que
eran estadisticamente distintas las secreciones de insulina de los grupos
incubados a 10°C y 3°C, al compararlas con el grupo incubado a 37°C. Ademas,
en una segunda experiencia se demostré que el frio actia como estimulo para la
secrecion de insulina en concentraciones basales de glucosa.

Se concluy6 que el frio induce la secrecién de insulina en condiciones
basales de glucosa; la necesidad de que se realicen nuevos experimentos
conducentes a dilucidar el real efecto y mecanismo por el cual el enfriamiento
induce esta secrecion. Finalmente surge la sugerencia de estandarizar las
técnicas de trabajo para el aislamiento de islotes de Langerhans, sobre todo en el

proceso de digestién pancreatica.



SUMMARY.

Diabetes is one of the chronic diseases with the highest impact and prevalil
in western societies. Its treatment through the administration of exogenous insulin
presents several difficulties such as the inability to regulate the glycemia
appropriately. Therefore, the search for new treatments and specifically the search
for a definitive cure such as islets of Langerhans transplant are extremely
important. Also, the pancreatic islets transplant daily improves their clinical results
thanks to several improvements in the process itself, which have been developed
in the last years.

Several studies have suggested that temperature influences, determines
and modulates insulin secretion. In some temperatures, this can be inhibited or
stimulated. In spite of these antecedents, there are no reports of how the cooling
procedure influences in insulin secretion on glucose basal concentrations.

As a way to analize the effect of temperature on insulin secretion of the
islets of Langerhans in vitro, in the present thesis work we proceeded to incubate
some islets of Langerhans of Sprague-Dawley rats to different temperatures with
basal levels of glucose to measure the produced insulin to each temperature.

The obtained information about insulin secretion represented normal values
for a glucose basal concentration. In the first experiment, islets of Langerhans
were submitted to incubation temperatures such as 37°C, 30°C, 23°C, 16°C, 10°C
and 3°C respectively and no significant differences were statistically found on the

different concentrations of secreted insulin among the incubated groups in the



range from 37°C to 16°C, but it was already demonstrated that insulin secretions
were statistically different in the groups incubated at 3°C and 10°C with the group
incubated to 37°C. Besides, in a second experience, it was demonstrated that cold
temperature acts as a stimulus for the insulin secretions in glucose basal
concentrations.

Finally, it was concluded that cold temperature induces the secretion of
insulin in glucose basal conditions. The need to carry out new experiments aimed
to elucidate the real effect and the mechanism with which cooling procedure is
inducing this secretion; and the suggestion to level the work techniques for the

isolation of islets of Langerhans, especially in the process of pancreatic digestion.



INTRODUCCION.

La Diabetes Mellitus (DM), es una enfermedad metabdlica cronica
caracterizada por un déficit absoluto o relativo de insulina, resultando en una
hiperglicemia en los pacientes que presentan esta enfermedad. Se ha considerado
gue es una enfermedad multifactorial en donde intervienen factores genéticos,
inmunologicos y adquiridos. La hiperglicemia cronica condiciona, a largo plazo, el
desarrollo de nefropatia, retinopatia, neuropatia periférica, micro vy
macroangiopatia y complicaciones cardiovasculares, lo que determina una alta
morbilidad y mortalidad de los pacientes diabéticos respecto a la poblacion
general.

La DM constituye hoy en dia una verdadera epidemia. Las cifras muestran
gue actualmente existen 230 millones de personas con diabetes en el mundo (casi
un 6% de la poblacion mundial) y que esta cifra podria alcanzar los 350 millones
en el afio 2025.

En Chile, la DM corresponde a la octava causa de muerte, con una tasa
creciente que el afio 1998 alcanz6 24 casos por cada 100.000 habitantes.

Los pacientes diabéticos fallecen principalmente de enfermedades
cardiovasculares como infarto al miocardio, accidentes vasculares cerebrales,
coma cetoacidotico, infecciones e insuficiencia renal.

Hoy en dia se establece una clasificacion de DM que incluye tres categorias
de pacientes y dos grupos de individuos que tienen glicemias anormales que

condicionan un alto riesgo de desarrollar diabetes: 1) DM tipo |, caracterizada por



una destruccion de las células beta pancreaticas, deficiencia absoluta de insulina,
tendencia a la cetoacidosis y necesidad de tratamiento con insulina exdgena para
vivir; 2) DM tipo II, determinada por insulinoresistencia y deficiencia (no absoluta)
de insulina; y 3) Diabetes gestacional, caracterizada por una alteracion de la
regulacion de la glucosa que aparece en el curso del embarazo; e intolerancia a la
glucosa y anormalidad de la glicemia en ayunas.

Desde 1921, afio en que se descubrio la insulina, la DM tipo | dej6 de ser
una enfermedad inevitablemente mortal, gracias a la administracion exdégena de
ésta. Lamentablemente, esto no se trata de una terapia curativa, entendiéndose
como aquélla que restituye en el paciente la capacidad enddégena de producir
insulina de manera regulada y de ese modo, normalizar sus concentraciones
sanguineas de glucosa. Este seria el principal objetivo del tratamiento de
pacientes con DM tipo I.

El transplante de islotes de Langerhans podria ser una forma segura y
relativamente sencilla de restaurar la produccion endégena de insulina, ya que
requiere de una técnica mas facil, menos invasiva, y por lo tanto, es menos
restringida que el transplante del érgano completo, pudiendo llegar a un nimero
mayor de pacientes. En este proceso, la etapa de aislamiento de los islotes es la
mMAs critica, ya que el pancreas esta expuesto a condiciones no fisiolégicas, como
altas concentraciones de potasio, temperaturas que bordean los 3°C y condiciones
isquémicas, lo que tiene efecto negativo en la viabilidad celular. Resultados
discretos en transplante de islotes debidos seguramente a las condiciones de

temperatura en que se preservan los organos antes del implante han motivado



este trabajo de investigacion. La poca funcionalidad y viabilidad de los islotes
después de los procesos de extraccion del pancreas, aislamiento y cultivo de
islotes puede deberse al shock térmico al que éstos son expuestos al momento de
someterlos a bajas temperaturas para su preservacion. Se cree que esto estaria
induciendo una gran secrecion de insulina, degranulacion de los islotes y pérdida
de funcionalidad y viabilidad.

Otro de los aspectos interesantes del proceso de secrecion de insulina es el
relacionado a la transduccion de sefiales y los segundos mensajeros que
participan en el proceso de exocitosis de los granulos de insulina, es por eso que
en este estudio se investigd el efecto de la temperatura sobre la secrecion de
insulina en condiciones basales de glucosa, comparando condiciones fisioldgicas

con las condiciones usadas en los procedimientos de aislamiento de islotes.



REVISION BIBLIOGRAFICA.

1. Conceptos generales.

El pancreas estd compuesto por dos tipos principales de tejidos: 1)
pancreas exocrino, que esta compuesto por los acinos pancreaticos, cuya funcion
es secretar jugos digestivos al duodeno y 2) el pancreas endocrino, que esta
compuesto por los islotes de Langerhans, cuya funcion es secretar ciertos tipos de
hormonas a la sangre. El volumen de los islotes de Langerhans comprende el 1 a
2% del tejido pancreatico (Haro-Hernandez y Méndez, 2001; Srinivasan et al.,
2007). Estos contienen tres tipos principales de células, a, B, 6, y un cuarto tipo,
PP, que se distinguen entre si por sus caracteristicas morfoldgicas vy tintoriales.
Las células B, que constituyen aproximadamente el 60% de todas las células
pancreaticas, estan situadas principalmente en el centro de cada islote y secretan
insulina; las células a, que constituyen aproximadamente el 25% del total y
secretan glucagon; las células 6, que corresponden alrededor de un 10% del total,
secretan somatostatina; y las células PP, que comprenden una escasa cantidad, y
secretan una hormona denominada polipéptido pancreatico (Guyton y Hall, 1996).

La insulina es una hormona polipeptidica sintetizada exclusivamente por las
células B pancreaticas y cumple la funcion de regular de manera muy precisa la
concentracion plasmatica de glucosa, actuando principalmente sobre hepatocitos,

adipocitos y células del musculo estriado, para favorecer la captacion de glucosa.



Ademas, posee una actividad anabdlica, favoreciendo la sintesis de glucogeno,

lipidos y proteinas (Haro-Hernandez y Méndez, 2001).

2. Diabetes Mellitus.

La Diabetes Mellitus es un transtorno metabodlico de etiologia mudltiple,
caracterizado por hiperglicemia cronica debido a alteraciones del metabolismo de
los hidratos de carbono, grasas y proteinas, a consecuencia de defectos en la
secrecion de insulina, accion de la hormona o de ambos (Garcia de los Rios,
2003). Entre las causas de esta enfermedad se encuentran una reaccion
autoinmune, factores genéticos (herencia poligénica) y factores ambientales
(Geneser, 2003)

La Diabetes Mellitus se clasifica segun su etiologia en:

e Diabetes Tipo I: producida por una destruccion de las células 3 por una
causa autoinmune o desconocida (Nielsen et al., 1999; Garcia de los Rios,
2003). Este tipo de diabetes afecta principalmente a individuos menores de
20 afios de edad (Gartner y Hiatt, 2002).

e Diabetes Tipo Il: producida por un déficit relativo de la produccion de
insulina y una deficiente utilizacién periférica de la glucosa por los tejidos,
fenbmeno conocido como resistencia a la insulina (Nielsen et al., 1999;

Garcia de los Rios, 2003).



e Diabetes gestacional: producida sélo en gestacion, aparece enun 2 a5 %
de las gestaciones y desaparece después del parto (Garcia de los Rios,
2003).

¢ Intolerancia a la glucosa y glicemia en ayunas alterada (Garcia de los Rios,
2003).

¢ Individuos que tienen glicemias anormales que condicionan un alto riesgo

de desarrollar diabetes (Garcia de los Rios, 2003).

La Diabetes Mellitus es una enfermedad que se estima afecta al menos a 9
millones de individuos en América del Sur (Barcelo et al., 2003) y 135 millones de
personas en el mundo, equivalente a mas del 5% de la poblacion adulta (Kendall
et al., 2001). Esta enfermedad posee una significativa morbilidad y temprana
mortalidad, por ser una enfermedad crénica y hasta la fecha incurable. En Chile,
los costos directos e indirectos relacionados con la enfermedad alcanzan los
US$294 millones incluyendo desde medicamentos, hospitalizaciones, consultas
médicas, tratamiento de complicaciones, hasta ingresos no percibidos como
consecuencia de mortalidad prematura y a la discapacidad atribuidas a la Diabetes
Mellitus (Barcelo et al., 2003).

La Diabetes tipo | se caracteriza por la destruccién autoinmune de las
células secretoras de insulina (células ) en los islotes de Langerhans (Feldman,
2003). Dado que la funcién principal de la insulina es la regulacion de la

concentracion plasmatica de glucosa, una disminucion en su produccion



desencadena estados cronicos de hiperglicemia que generan estrés oxidativo

sobre las células y, posiblemente, dafio en diversos tejidos (Kaneto et al., 1999).

3. Terapias para la cura de la diabetes.

La cura de la diabetes ha sido un suefio esquivo para los investigadores.
Los grandes avances en la investigacion de la diabetes han sido en el tratamiento
de ésta y muy poco en su cura. Pero un gran objetivo es buscar la cura no sélo
para el 10% de pacientes que padecen diabetes tipo I, sino que también para el
90% de pacientes que presentan diabetes tipo Il, con una condicion metabdlica
muy diferente.

La administracion parenteral de insulina ha sido la terapia empleada por
mas de siete décadas para el tratamiento de la DM tipo I. Sin embargo, debido a
gue la ciencia médica no ha podido imitar la forma tan precisa en que el pancreas
secreta insulina, comunmente se presentan alteraciones a largo plazo que dafan
a otros o6rganos, lo que ha propiciado la busqueda de nuevas opciones de
tratamiento (Haro-Hernandez y Méndez, 2001).

Por ahora, para pacientes cronicos, el transplante de pancreas completo,
asi como el de islotes de Langerhans se presentan como las mejores alternativas

para el tratamiento definitivo de esta enfermedad.

3.1 Transplante pancreético.
Aunqgue el transplante de pancreas puede restablecer la homeostasis de la

glucosa, persisten profundas controversias que deben ser resueltas para que éste



sea aceptado como una técnica de rutina. Los riesgos del procedimiento
quirurgico, la pérdida del injerto, la cistitis quimica, la infeccién urinaria, la calidad
de vida bajo la terapia de inmunosupresion que exige la toma diaria y el control
estricto de ciclosporinas, o que se estaria cambiando una enfermedad, “la
diabetes” por otra, “la inmunosupresion” (Ruso, 1999). Todo esto hace que este
procedimiento no constituya la mejor alternativa de tratamiento (Adamec, 2003).

El transplante pancreatico, en la practica, se realiza como un transplante
combinado junto a rifién y por esto, es practicado principalmente en pacientes con
enfermedad avanzada y que presentan patologias renales. Este transplante
combinado, generalmente ofrece tasas reducidas de rechazo inmune en
comparacion con el transplante exclusivo de pancreas, aunque los regimenes de
drogas antirrechazo mejoradas han disminuido las tasas de rechazo en ambos
tratamientos. Ha habido una mejora significativa en la supervivencia del
transplantado en los dltimos afios (Sutherland et al., 2001). Esto se ha debido
principalmente al desarrollo de inmunosupresores mas selectivos que la
combinacion de azatioprina, prednisolona y ciclosporina, como micofenolato,
tacrolimo, sirolimo y anticuerpos monoclonales para receptor de interleuquina-2
(IL-2) (Ciancio et al., 2001). Aunque la cirugia ha probado ser exitosa, existe solo
un pequefio grupo de donantes disponibles, limitando asi su uso en grandes
poblaciones. Ademas, los pacientes transplantados deben tratarse con terapia
inmunosupresiva de por vida, con los riesgos conocidos de malignidad a largo

plazo (Aaron et al., 2004).



3.2 Transplante de Islotes de Langerhans.

Actualmente existe una gran tendencia a la investigacion del transplante de
islotes de Langerhans para la cura del gran niumero de pacientes con diabetes.
Los esfuerzos iniciales para resolver este problema estaban dirigidos al
aislamiento de Islotes de Langerhans y su ubicacion en microcapsulas
semiporosas (Suzuki et al., 1998). El objetivo es permitir la secrecion de insulina y
el ingreso a la célula de su secretagogo primario, la glucosa, pero al mismo tiempo
prevenir su infiltracion y destruccion por parte del sistema inmune.

El transplante de islotes, frente al transplante de pancreas, tiene ventajas
como ser una técnica minimamente invasiva (Kendall et al., 2001; Kandaswamy y
Sutherland, 2006; Balibrea del Castillo et al., 2007), con escasisima morbilidad y
practicamente nula mortalidad y con un costo econémico previsiblemente menor
(Balibrea del Castillo et al., 2007), constituyendo un promisorio y razonable
método alternativo para restaurar la normoglicemia y aliviar las complicaciones a
largo plazo de la diabetes (Kendall et al., 2001; Papas et al.,, 2001). En este
procedimiento, los islotes son extraidos del pancreas del donante y embolizados
directamente al higado por la vena porta. A pesar de que hoy en dia los resultados
del transplante de islotes son cada vez mas esperanzadores, para que esta
técnica sea utilizada masivamente, deberd superar algunos problemas
(Rosenberger et al., 1999; Balibrea del Castillo et al., 2007). Una de las principales
dificultades de esta técnica es que durante este proceso muchos islotes resultan
dafiados, ya sea por el proceso de digestion del pancreas exocrino, como por el

procedimiento de embolizacion de los islotes a la vena porta, produciendo una



pérdida de islotes de un 30% en el mejor de los casos. Por esta razon, se requiere
obtener islotes de 2 a 5 donantes para revertir la diabetes de un receptor. Ademas,
en muchos pacientes se requiere hacer un segundo transplante (Kendall et al.,
2001; Ryan et al., 2005; Balibrea del Castillo et al., 2007). Esto hace que este
procedimiento hoy en dia sea mas costoso (Srinivasan et al.,, 2007).
Independientemente a la pérdida de islotes durante el periodo de aislamiento, hoy
se sabe que la mayoria de las pérdidas de islotes se producen después de hacer
el implante (Balibrea del Castillo et al., 2007).

Resulta evidente pensar que si se encontrara la forma de estimular la
proliferacion de las células B, de manera que se lograra la recuperacion de la
masa celular inicial a partir de una poblacion disminuida en el paciente
transplantado o al menos, hacer posible la recuperacion parcial de la funcion
pancreatica en el paciente con diabetes, su tratamiento seria mas prometedor,
puesto que se evitarian complicaciones a largo plazo que la administracion de

insulina exégena no es capaz de prevenir (Haro-Hernandez et al., 2002).

4. Anatomia e implantacion de los islotes de Langerhans después de su
transplante.

Los islotes pancreaticos poseen una angioarquitectura densa, similar a un
glomérulo, la cual asegura una Optima entrega de oxigeno y nutrientes a las
células, proporciona sefiales desde otras células en el cuerpo y distribuye las
hormonas secretadas. El transplante de islotes implica la interrupcion de sus

conexiones vasculares. El implante del islote por lo tanto depende de células

10



endoteliales y microvasos originados desde el érgano de implantacion, para el
desarrollo de un nuevo sistema vascular. El restablecimiento del flujo sanguineo
ocurre dentro de los 7-14 dias después del transplante, principalmente a través de
neovascularizacion. Los vasos sanguineos recientemente formados adquieren las
mismas caracteristicas morfolégicas de aquéllos presentes en los islotes
endogenos. En islotes transplantados al higado via intraportal, los islotes se
revascularizan casi exclusivamente de arterias tributarias de la hepatica. La
contaminacion exocrina de los islotes transplantados podria obstaculizar el
proceso de revascularizacion, mientras que ni la criopreservacion ni drogas
inmunosupresoras como la ciclosporina y prednisolona tienen algun efecto
esencial sobre la angiogénesis.

Algunos investigadores han observado mejoras en la supervivencia y
funcionalidad del islote implantado, mediante su exposicion al factor de
crecimiento fibroblastico (bFGF), FGF acidico y al factor de crecimiento endotelial
(VEGF). Las propiedades funcionales de los islotes transplantados son bastante
desconocidas, pero la evidencia de transplantes experimentales sugiere que tanto
la perfusion sanguinea como la tensién de oxigeno en los tejidos con los islotes
implantados disminuyen crénicamente, indicando un sistema vascular insuficiente.
Con el fin de conseguir una condicién éptima para la supervivencia y funcionalidad
de las células beta transplantadas, es importante averiguar cuales son los
perjuicios presentes en la funcion vascular que ocurren después del transplante

clinico de los islotes.

11



AuUn existe una falta de capacidad metabdlica en transplantes de islotes, la
cual no puede ser compensada mediante el transplante de una masiva cantidad
de islotes. Este fendmeno puede ser principalmente atribuido a un detrimento
nutricional y condiciones inflamatorias contra las cuales los islotes no poseen
protecciones significativas. En particular, una insuficiente y tardia
revascularizacion del islote puede privar de oxigeno a los recientemente
transplantados, resultando esto en una muerte prematura de células 3 y contribuir
a la temprana falla de implante (Linn et al., 2006).

Moléculas inflamatorias, como FasL y citoquinas como interleuquina-1 (IL-
1), factor de necrosis tumoral-le (TNF-1e) e interferon- & (IFN-8), tienen el
potencial de dafar las células B (Kawasaki et al., 2004). Ellas, junto a moléculas
toxicas inespecificas como especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive
Oxygen Species), promueven insulitis y destruccion celular en diabetes
autoinmune. Las ROS provocan dano al ADN de las células B, las cuales por
activacion de enzimas de reparacion, comprometen su produccion de ATP (Szabo,
2005). La glucosa en exceso cronico produce efectos toxicos en la funcion y
estructura de organos, incluyendo el islote pancreatico. Se han sugerido multiples
vias bioguimicas y mecanismos de accion para la toxicidad de la glucosa,
incluyendo la activacion de protein-quinasa C, metabolismo de hexosamina y
fosforilacion oxidativa. Se han encontrado metabolitos de glucosa circulando por
estas vias relacionadas al dafio de células 3. Estas vias tienen en comun la
formacion de ROS, que con el tiempo da como resultado un estrés oxidativo

cronico, el cual a su vez causa una expresion genética de insulina defectuosa,

12



reduccion de secrecion de insulina y aumento de apoptosis de células B (Linn et
al., 2006).

Se describio que la insulitis pancreética estaba relacionada a un incremento
del flujo sanguineo en islotes (Carlsson et al., 1998). El tejido inflamatorio es
propenso a inducir neoformacion de vasos sanguineos en diferentes
enfermedades, como infeccion bacteriana en heridas de la piel, artritis
reumatoidea y cancer (Esposito et al., 2004). Por otra parte, los islotes
transplantados a un medio singénico no inducen suficiente angiogénesis para
asegurar una Optima oferta de oxigeno (Menger et al., 2001). Los islotes
transplantados parecen sufrir una deficiencia crénica de oxigeno. Tanto la hipoxia
como la inflamacién son factores inhibidores para el éxito del transplante de islotes

pancreaticos (Carlsson et al., 2000).

5. Baja temperatura y secrecion de insulina.

El efecto directo de la hipotermia en la inhibicién de la secrecion de insulina
puede ser el resultado de la disminucion de disponibilidad de sustratos energéticos
y/lo la falta de sefiales metabdlicas. Muchos estudios han sido orientados a
explicar y conocer los diferentes agentes implicados en la exocitosis de los
granulos de insulina, tales como el ATP, calcio, calmodulina, anexinas, entre
otros, y, sea cual sea el mecanismo implicado, se ha demostrado que esta
influenciado por la temperatura. Se ha estudiado que la inhibicion de la secrecion
de insulina inducida por glucosa es parcial a 27°C y completa a 17°C (Atwater et

al., 1984; Escolar et al., 1990). Por otra parte, la exposicion de islotes pancreaticos
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(de rata y ratdn) a bajas temperaturas (3°C) produce un incremento de tres veces
en la secrecion de insulina independiente de la concentracion de glucosa en el
medio de incubacién y causa una degranulacion completa de las células 8 (Dahl y
Henquin, 1978). Esta liberacién de insulina inducida por frio es transitoria y el
recalentamiento a 37°C restaura la sensibilidad de las células B a la estimulacion
por glucosa (Dahl y Henquin, 1978). Se sugiere que una redistribucion del Ca?*
desde compartimentos intracelulares, posiblemente mediado por una entrada de
Na® e incremento de Na' intracelular, gatilla la exocitosis de granulos de insulina
expuestos al frio (Dahl y Henquin, 1978).

No se ha encontrado mas informacion acerca de los mecanismos celulares
gue regularian la secrecion de insulina en condiciones de frio. Asi, la realizacion
de esta investigacion busca explorar el efecto de bajas temperaturas sobre la
secrecion de insulina, comparando condiciones fisioldgicas con aquellas

condiciones usadas en el procedimiento de aislamiento de islotes de Langerhans.
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OBJETIVOS: GENERAL Y ESPECIFICOS.

1. Objetivo general:

e Observar el efecto de los cambios de temperatura entre 3°C y 37°C sobre la

secrecion de insulina basal de islotes de Langerhans in vitro.

2. Objetivos especificos:

¢ Aislar islotes de Langerhans de rata.

e Medir la secreciébn de insulina de islotes de Langerhans aislados e
incubados in vitro a varias temperaturas (3°C, 10°C, 17°C, 23°C, 30°C y
37°C) con concentracion basal de glucosa.

e Medir la secrecion de insulina a distintas temperaturas y concentraciones

de glucosa en un sistema de perfusion de islotes de Langerhans.
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MATERIALES Y METODOS.

1. Lugary periodo del estudio.
Este estudio fue realizado en el Laboratorio de Endocrinologia y Cirugia
Experimental, Programa de Genética Humana del Instituto de Ciencias

Biomédicas (ICBM), de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

2. Animales y condiciones.

Se utilizaron 9 ratas (Rattus norvergicus) de la cepa Spragwe Darwley,
machos de aproximadamente 200 g. de peso obtenidos desde el Bioterio Central
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Los animales se

encontraban en ayunas por lo menos durantel2 h.

3. Aislamiento de islotes de Langerhans.

Para la eutanasia del animal' se administr6 1 mL de una solucién de
Tiopental sddico al 2,5% por via intraperitoneal. Se realiz6 abordaje ventral con
exposicion completa de la cavidad abdominal. Se llevé a cabo una ligadura del
conducto pancreatico en su porcion terminal, a nivel de la ampolla de Vater y otra
en su porcion proximal, antes de la unién con el colédoco. Posteriormente, con
una tijera de microcirugia tipo “Castroviejo”, se realiz6 una fenestracion al

conducto pancreatico, por donde se introdujo una aguja de calibre 29G y 5 mm de

Protocolo autorizado por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
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longitud para luego perfundir aproximadamente 6 mL de solucion de colagenasa al
0,2%, a 3°C (Sigma-Aldrich® Cat#C0130). Luego se extrajo el pancreas
desprendiendo primeramente la porcion asociada al estobmago y bazo y
posteriormente se tomo el intestino y se desprende de la porcion asociada a éste.
El pancreas se colocd sobre una placa Petri y se retiraron ligaduras, grasa y
linfonddulos, se trabajé sobre hielo, y fue llevado a un tubo con 9 mL de solucion
de colagenasa 0,2% para ser sometido a digestion enzimatica por 20 min en bafio
con agua a 37°C. Se detuvo la actividad enzimatica con solucién Hanks a 3°C
adicionado con 2% de albumina bovina ultra pura y glucosa 2,6 mM. Con esta
solucion se lavo 3 veces el tejido digerido, con el fin de extraer la colagenasa. Se
saco el sobrenadante y se paso el tejido tres veces por una aguja de calibre 19G y
luego por un colador metalico de 1 mm. Este se llevo a un tubo (Falcon®) y se
centrifugd por 2 min a una velocidad de 939,12 G. Se retir6 el sobrenadante y se
centrifugd en una gradiente de densidad con Histopaque®-1077 (Sigma®
Cat#10771) por 20 min a una velocidad de 939,12 G obteniéndose los islotes de

Langerhans en la interfase resultante.

4. Protocolo (1). Descenso progresivo de la temperatura.

Se trabajé con un total de 15 islotes de Langerhans por placa Petri. Dos
grupos de Islotes fueron inmersos en 2 mL de solucion Hanks, glucosa basal 2,6
mM (1 g/L), Hepes 5 mM y 0,5% albumina. El Grupo 1 se utiliz6 como control para
demostrar la funcionalidad de los Islotes de Langerhans y el Grupo 2 se sometio a

condiciones basales de glucosa. Ambos grupos se pre-incubaron en estufa con
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5% CO, y 100% de humedad durante 120 min a 37 °C para su recuperacion del
proceso de aislamiento. Posteriormente, se extrajo el medio y se agregaron a la
placa con el Grupo 1, 2 mL de solucion Hanks-Glucosa 16,7 mM (3 g/L), Hepes 5
mM y 0,5 % albumina y a la placa con el Grupo 2 se le agregaron 2 mL de
solucion Hanks-Glucosa 2,6 mM, Hepes 5 mM y 0,5 % albumina, ambas placas se
incubaron a 37°C durante 60 min. Se extrajeron 2 mL de medio de la placa con el
Grupo 1 y la muestra fue congelada a —20 °C para su posterior cuantificacion de
insulina, también se sacaron los 2 mL de medio de la placa que contenia al Grupo
2 y se congelaron a -20°C para la medicion de insulina (muestra Control). A
continuacion, se procedié con el experimento s6lo en condiciones basales de
glucosa, o sea, solo con el Grupo 2 de islotes agregandole 2 mL de soluciéon
Hanks-Glucosa 2,6 mM, Hepes 5 mM y 0,5 % albumina, este procedimiento se
repitié para las temperaturas de 30°C, 23°C, 16°C, 10°C y 3°C en un descenso
progresivo de éstas con un intervalo de 60 min, guardandose la muestra cada vez
para medicion posterior de insulina.

Este protocolo se realiz6 con islotes de Langerhans provenientes de una

rata. El experimento tuvo un total de 8 repeticiones (n=8).

5. Protocolo (2). Islotes sometidos a perfusion con solucion fisiolégica a

diferentes temperaturas y concentraciones de glucosa.

La totalidad de los islotes obtenidos del pancreas fueron inmersos en

solucion Hanks, glucosa 2,6 mM, Hepes 5 mM y 0,5% albumina y sometidos a una
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preincubacion en estufa con 5% CO, y 100% de humedad durante 120 min a
37°C, para su recuperacion del proceso de aislamiento. Posteriormente fueron
seleccionados segun tamario y repartidos en nameros iguales, en 4 camaras con
papel filtro que forman parte del sistema de perfusion. EI montaje del sistema de
perfusién consté ademas de dos bafios termorregulados, una bomba de perfusion
y un sistema de recoleccion de las muestras. Inicialmente los islotes fueron
perfundidos con solucion Krebs (ajustada a pH 7,4) a 37°C con concentracion
basal de glucosa 2,6 mM (1 g/L) por 15 min y se recolectaron muestras cada 5
min. Terminado este tiempo (15 min), los islotes se perfundieron con la solucion
Krebs a 37°C con estimulo de glucosa 16,7 mM (3 g/L) por 30 min y las muestras
se recolectaron cada 5 min. Posteriormente, se cambido nuevamente la solucion
Krebs a concentracion basal de glucosa y fueron perfundidos los islotes por 40
min, recolectandose las muestras, tres veces cada 10 min y dos veces cada 5
min. Por ultimo, se cambid la solucién Krebs con concentracion basal de glucosa a
37°C por otra que estaba a 4°C con concentracion basal de glucosa y se
perfundieron los islotes por 30 min recolectdindose muestras cada 5 min. Todas las

muestras fueron congeladas a -20°C para su posterior cuantificacion de insulina.

6. Cuantificaciéon de insulina.

Las muestras se analizaron sin diluir. La cuantificacion de insulina se realizo
mediante el Kit LINCO® Rat/Mouse Insulin ELISA KIT (Cat. # EZRMI-13K); su
medicion en lector (VERSAMax® Tunable Microplate Reader Molecular Devices®)

a 450 y 590 nm y la obtencion de datos y analisis mediante un programa
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computacional (Origin Pro 6). Se expresaron los resultados como total de insulina

secretada por los islotes de Langerhans.

7. Analisis estadistico.

Los valores obtenidos del programa computacional Softmax Pro 5 fueron
analizados mediante el software Origin® 6.1 (OriginLab® Corporation). Los
valores finales fueron expresados como el total de insulina secretada por los
grupos de islotes de Langerhans. Estos datos fueron graficados y analizados
estadisticamente (prueba T de Student y desviacion estandar) mediante el

programa Microsoft Excel® (Microsoft® Corporation).
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RESULTADOS.

a. Secrecion de insulina en islotes de Langerhans incubados a 37°C, 30°C,
23°C, 17°C, 10°C y 3°C en un descenso progresivo de la temperatura.
Los datos que se muestran a continuacion corresponden a las mediciones

de las concentraciones de insulina secretada por cada grupo de islotes (Fig. 1).
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Fig. 1. Secrecion de insulina de islotes de Langerhans incubados a distintas
temperaturas por periodos de 1 h en un descenso progresivo de ésta con

concentracion basal de glucosa.

Al medir la cantidad de insulina secretada promedio no se observd una diferencia
estadisticamente significativa entre el promedio de las temperaturas de 37°C,
30°C, 23°C y 16°C. Sin embargo, habiendo sometido los datos a andlisis
estadistico, los islotes de los grupos incubados a 10°C y 3°C son estadisticamente
distintos (p<0,05) al grupo incubado a 37°C, todos en condiciones fisiologicas

basales y sometidos a incubacion durante una hora.
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b. Secrecion de insulina en islotes de Langerhans sometidos a perfusidén con

solucion fisioldgica a distintas temperaturas y concentraciones de glucosa.
Los datos que se muestran a continuacion corresponden a las mediciones

de la insulina secretada cada 5 min, por cada grupo de islotes durante 15min (Fig.

2).
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Fig. 2. Secrecion de insulina en islotes de Langerhans sometidos a
perfusion con solucién fisiolégica a diferentes temperaturas vy

concentraciones de glucosa.

En condiciones de perfusién con solucién Krebs a 37°C y estimulo de
glucosa de 3 g/L y perfusion con solucion fisiologica a 4°C y concentracion basal
de glucosa (1 g/L), no se observaron aumentos importantes en la secrecion de
insulina (Fig. 2). Por otra parte el grupo sometido a perfusion con solucion
fisiolégica a 4°C con concentracion basal de glucosa (1 g/L) demostré ser

estadisticamente distinto (p<0,001) al grupo de islotes perfundidos con solucién
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fisiolégica a 37°C con concentracion basal de glucosa (1g/L). Ademas la secrecion

de insulina en los islotes sometidos a perfusion con soluciéon Krebs a 4°C con

concentracion basal de glucosa demostrd ser mas sostenida en el tiempo que la

secrecion de insulina de los islotes sometidos a perfusion con solucion Krebs con

estimulo de glucosa a 37C.

Se ha querido mostrar la progresion de la secrecion de insulina a través de

todo el tiempo que durd la experiencia. Se aprecia el pick que se logra en la

secrecion al cambiar la temperatura del medio de perfusion a 4°C (Fig. 3).
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Fig. 3. Secrecion de

temperaturas y concentraciones de glucosa.

insulina de islotes de Langerhans sometidos a diferentes
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DISCUSION.

1. Experimentos de evaluacion de la secrecion de insulina en islotes de
Langerhans incubados durante una hora en solucion fisiolégica con concentracion

basal de glucosa, a distintas temperaturas, con un descenso progresivo de ésta.

Al analizar la secrecidon de insulina en islotes de Langerhans de rata
incubados a distintas temperaturas en solucion fisiolégica, se observa que a 37°C,
30°C, 23°C y 16°C no existe una diferencia importante en los valores obtenidos,
pero si existen diferencias entre las mediciones de secreciones a estas
temperaturas y las mediciones de secrecion de insulina a 10°C y 3°C, siendo éstas
mucho menores a las antes mencionadas. Cuando la temperatura de incubacion
fue bajando progresivamente de 37°C a 16°C, no se observd respuesta de
secrecion inducida por frio. De esta forma, se da cuenta que la secrecion de
insulina con glucosa basal no es muy sensible a la temperatura en ese rango. Asi,
al bajar la temperatura de incubacion a 10°C y posteriormente a 3°C se observo
que la secrecién de insulina tenia valores mucho mas bajos, o que es un
resultado distinto a lo anteriormente reportado (Dahl y Henquin, 1978), donde se
afirmaba tener respuesta al estimulo de secrecion inducido por frio, independiente
de la concentracién de glucosa en el medio de incubacion. Es posible que la
técnica utilizada por estos autores sea distinta a la del presente trabajo, en
términos de tiempo de incubacion, o bien, el cambio de temperatura fue mucho

mas violento. Se conoce que a temperaturas entre los 17°C y 27°C, se depolariza
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la membrana celular de las células B, lo cual activaria los canales de Ca'™"
dependientes de voltaje, por un tiempo mayor que en condiciones fisioldgicas
(Atwater et al., 1984). Para dilucidar de mejor forma este fendmeno, se plantea
como un tema interesante de estudiar la medicion de Ca*" intracelular en células B
expuestas a bajas temperaturas.

La inhibicién de secrecion de insulina inducida por temperaturas entre 10°C
y 3°C, en condiciones fisiolégicas, puede ser explicada por la inactivacion de los
mecanismos enzimaticos propios de la célula. Como la estructura proteica es la
que determina la actividad enzimatica, cualquier causa que perturbe esta
estructura puede llevar a una disminucién de su actividad. La mayoria de las
enzimas celulares de mamiferos poseen una actividad a temperaturas que
bordean los 37°C (Schmidt y Pennacchiotti, 2001) con pocas excepciones que
varian entre los 10°C y 42°C. A menor temperatura, la velocidad de reaccién
enzimatica disminuye considerablemente, con una consecuente reduccion en el
metabolismo celular.

Por lo tanto, el cambio que existe entre los valores de las mediciones de
secrecion de insulina que se realizaron en este trabajo (diferencias entre el rango
de 3°C a 10°C y el rango de 16°C a 37°C), debiera explicarse porque sea cual sea
el mecanismo de exocitosis de los granulos de insulina, se encuentran
influenciados por las bajas temperaturas. Por lo tanto, a la luz de este trabajo, se

puede decir que este proceso es sensible a temperaturas inferiores a 10°C.
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Con lo anteriormente discutido, es de esperar que la secrecion basal de
insulina a bajas temperaturas, hubiese sido nula o por lo menos reducida tal como
acontecié en esta experiencia, en contraposicion a lo descrito en estudios
anteriores (Dahl y Henquin, 1978). Debido a esto, se propuso un segundo
experimento, pensando en que la secrecion de insulina es transitoria y se produce
en los primeros minutos del estimulo, al cabo de una hora ya ha habido tiempo
suficiente para que se produzca la recaptacion de insulina del medio por parte de
la célula B, donde se perfundieron los islotes por un tiempo determinado y se
recolectaron muestras cada 5 min para observar la dinamica de la secrecién de

insulina.

2. Experimentos de evaluacién de la secrecion de insulina en islotes de
Langerhans sometidos a perfusion de solucion fisiologica a distintas temperaturas

y concentraciones de glucosa.

El disefio experimental fue propuesto debido a la controversia presentada al
comparar los resultados obtenidos en la experiencia anterior con los resultados
propuestos por otros autores, en que se expone que la secrecidon de insulina es
inducida por frio (Dahl y Henquin, 1978). Estos investigadores incluso obtuvieron
fotografias de granulos de secrecion de insulina fusionados con la membrana
celular de la célula 8 a 4°C, denominandola como “figura Q”.

En nuestra experiencia pudimos en parte reproducir estos resultados, ya

que obtuvimos valores tres veces mas altos, en condiciones de 4°C con
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concentracion basal de glucosa, que a 37°C con la misma concentracion de
glucosa. Si bien es cierto y a la luz de nuestros resultados, podriamos decir que el
frio si induce la secrecion de glucosa en condiciones basales. Sin embargo,
también podriamos atribuir estos resultados al posible shock mecanico al que
pudieron ser expuestos los islotes en el desarrollo de la experiencia. Por esto se
plantean otros experimentos como una forma de comprobar esta hipotesis: 1)
aplicar la reversibilidad a nuestra experiencia, es decir, cambiar la perfusion de los
islotes de Langerhans de una solucion fisiolégica a 4°C con concentracion basal
de glucosa por una solucion fisiolégica a 37°C con igual concentracion de glucosa;
y 2) ocupando el mismo disefio de nuestro experimento, al momento de cambiar
los islotes a 4°C, no hacerlo con todos ellos, sino que cambiar so6lo dos de las
cuatro camaras que los contienen y hacer la misma manipulacion con las
restantes dos camaras, pero volviéndolas a someter a una perfusion con solucion
fisiol6égica a 37°C con concentracion basal de glucosa, de esta forma, en ambos
casos podriamos demostrar si es el frio lo que realmente induce la secrecion de

insulina o es el shock mecanico quién lo hace.

3. Otras consideraciones.

Uno de los factores determinantes en el éxito del aislamiento de los islotes
pancreaticos es la solucion enzimatica empleada. En este trabajo se utilizé la

enzima colagenasa, la cual elimina al maximo el tejido exocrino del pancreas,

27



permitiendo la liberacion de los islotes de Langerhans. Conforme esta digestion es
mas intensa y prolongada, la pureza es mayor; sin embargo, las consecuencias
para los islotes no siempre son buenas. Algunas células mueren y otras ven
afectada su funcionalidad y/o viabilidad. Por otra parte, la extrema variabilidad
entre las diferentes partidas de colagenasa, asi como la casi constante
contaminacion con sustancias bacterianas, hace que sea necesario buscar una
alternativa para estudios posteriores. Actualmente, la mejor de éstas es la
liberasa, una combinacion de proteasas de gran pureza, potencia y especificidad,
aungque con la desventaja que su costo es considerablemente mayor al de la
colagenasa.

En esta experiencia, se pudo advertir que la realizacion de un aislamiento
enzimatico “a la carta”, es decir, variando los tiempos de exposicién a la enzima en
funcién de su calidad y de la calidad del pancreas, permiti6 mejorar mucho el
rendimiento del nimero de islotes de Langerhans aislados, del mismo modo que
se logré recuperar islotes a priori “subdptimos” con muy buenos resultados.

Un error en el cual se pudo haber incurrido, guarda relacion al origen de
parte de la insulina medida en los distintos experimentos. Es posible que se haya
producido cierta mortalidad de las células 3 durante el proceso de preincubacion e
incubacion a distintas condiciones a las que fueron sometidas. Como se explicé
antes, puede existir un efecto negativo de la colagenasa sobre los islotes de
Langerhans, sumado al estrés mecanico y térmico tanto del proceso de
aislamiento de islotes como el de incubacion a distintas temperaturas, lo cual

necesariamente ejerce algun detrimento en la funcionalidad y viabilidad celular.
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Se sugiere, entonces, que para estimar este error para el modelo de
experimentos de secrecion, se evalle la mortalidad celular, tratando las células
con ethidium homodimero y calceina AM (Live/Death kit, Molecular Probes, u otro

similar) y su posterior conteo en microscopia de fluorescencia.
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CONCLUSIONES.

e La secrecion basal de insulina se ve fuertemente inhibida a temperaturas
por debajo de los 16°C.

e La secrecion de insulina transitoria producida a 4°C con concentracion
basal de glucosa es 3 veces sobre el nivel basal.

e Estas observaciones sugieren que el shock a 4°C puede ser dafiino para
los islotes en el pancreas del donante preservado antes del transplante y

gue la mejor temperatura podria ser de 16°C.
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ANEXOS.

1. Soluciones:

Solucion HANKS (con ion Ca'™) (ajustado a pH 7,4).

Componentes g/L
CaCl; x 2H,0 0,185
MgSO, x 7H,0 0,41
KCI 0,4
KH,PO, 0,06
NaHCO; 0,35
NacCl 8,0
Na;HPO, 0,175
D-Glucosa 1,0
HEPES 1,1915

Soluciéon PBS modificado (sin ion Ca™ ni Mg™) (ajustado a pH 7.4).

Componentes g/L
KCI 0,2
KH>PO,4 0,2
NacCl 8,0
Na;HPO,4 1,15




Solucion de extraccion de islotes de Langerhans.

Componentes mL
ETOH 70% 700
Agua destilada 300
HCI 1M 15
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2. Protocolos:

Protocolo ELISA:

Todos los reactivos del Kit deben estar a temperatura ambiente antes de
comenzar el ensayo.

1. Diluir el buffer de lavado concentrado 10X en 450 mL de agua destilada.

2. Lavar cada pocillo de la placa 3 veces con 300 pL de buffer de lavado diluido,
cada vez. Remover el buffer de lavado de todos los pocillos invirtiendo la placa
sobre una toalla de papel absorbente, sin dejar secar las placas antes del proximo
paso.

3. Agregar 20 pL de buffer de ensayo a los pocillos blanco y 10 uL al resto de los
pocillos.

4. Agregar en duplicado 10 pL de estandares de Insulina de rata en orden de
concentracion ascendente en los pocillos correspondientes.

5. Agregar 10 uL de QC1y 10 pL de QC2 a los pocillos correspondientes.

6. Agregar secuencialmente 10 yuL de muestras desconocidas en duplicado a los
pocillos restantes.

7. Agregar 80 uL de anticuerpo de deteccion a todos los pocillos. Sellar la placa e
incubar por 2 h a temperatura ambiente en un agitador orbital de placas a una
velocidad aproximada de 37,6 G a 58,7 G.

8. Una vez finalizado el periodo de incubacion, remover el sello de la placa y

vaciar las soluciones invirtiéndola sobre toallas de papel absorbente.
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9. Lavar los pocillos 3 veces con buffer de lavado diluido (con 300 pL para cada
pocillo), por cada lavado. Remover el buffer de lavado de todos los pocillos
invirtiendo la placa sobre una toalla de papel absorbente, sin dejar secar las
placas antes del proximo paso.

10. Agregar 100 pL de solucion de enzima a cada pocillo. Sellar la placa e incubar
en el agitador orbital a una velocidad aproximada de entre 37,6 Gy 58,7 G.

11. Sacar el sello, vaciar las soluciones de la placa y remover el buffer residual
como se explicoé anteriormente.

12. Lavar los pocillos 6 veces con buffer de lavado diluido con 300 pL para cada
pocillo, por cada lavado y remover el buffer residual.

13. Agregar 100 pL de solucién sustrato a cada pocillo, cubrir con el sello y llevar
al agitador orbital por aproximadamente 15 min. Debe visualizarse un color azul
tanto en los pocillos de los estandares de Insulina como en las muestras, cuya
intensidad es directamente proporcional a la concentracion de insulina.

14. Remover el sello y agregar 100 pL de solucion de parada y agitar la placa
suavemente. El color azul debe virar a amarillo. Medir inmediatamente la
absorbancia a 450 nm y a 590 nm en un lector de placas asegurandose de que no

existan burbujas al interior de los pocillos.
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