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RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) es una de las enfermedades cronicas no transmisibles
mas frecuentes del ser humano a todas las edades y se considera un problema de
salud publica por su elevada morbilidad y mortalidad. El principal objetivo del
tratamiento de pacientes con Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) es la normalizacion de
los niveles de glucosa sanguinea. El transplante de islotes de Langerhans, como
tratamiento experimental, es una técnica minimamente invasiva con escasa
morbilidad y nula mortalidad. Actualmente es posible afirmar que los islotes
pancreaticos transplantados pueden por si mismos tanto restablecer el control
metabdlico perdido como prevenir las complicaciones derivadas de la
hiperglicemia mantenida. La mayor dificultad en este tratamiento es la incapacidad
de obtener suficientes islotes viables desde un pancreas donado para revertir la
DM1 en el receptor. El aislamiento de islotes es un proceso largo, complejo y
costoso y depende fuertemente de la experiencia del grupo de trabajo. Durante
este proceso muchos islotes se ven afectados por estrés oxidativo y posterior
apoptosis. Mas investigacion en esta area es requerida. En este trabajo se
aplicaron dos métodos estandar para el aislamiento de islotes pancreaticos de
rata, microdiseccién y aislamiento enzimatico, en un nuevo modelo animal: el
cobayo (Cavia porcellus), que comparte con el ser humano la inhabilidad de
sintetizar la vitamina C, molécula conocida por sus importantes propiedades
antioxidantes. Ademas, se evalué la funcionalidad de los islotes recién aislados,
utilizando la prueba de secrecion y contenido total de insulina. Se concluyé que el
aislamiento de islotes de Langerhans por microdisecciéon es un método posible de
aplicar en el modelo animal de cobayo con propdsitos de investigacion, debido al
limitado namero de islotes que se pueden obtener manualmente. Entrega islotes
de buena calidad y con un funcionamiento adecuado. La digestion enzimatica, por
su parte, es una metodologia que requiere mas estudio para lograr una aplicaciéon
sistematica y exitosa en el cobayo, dada la dificultad técnica para la obtencion de
islotes viables, aunque potencialmente esta ultima metodologia entregaria una

mayor cantidad de islotes.
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SUMMARY

Diabetes Mellitus is one of the most common non-infectious chronic diseases in
people of all ages, and it is considered a public health problem because of its high
morbidity and mortality. The principal objective of diabetes treatments is to
normalize blood sugar levels. In type 1 Diabetes Mellitus (DM1), transplantation of
islets of Langerhans is an effective treatment, minimally invasive, with low
morbidity and nil mortality. It is now known that islet transplants not only restore
metabolic control, but also prevent the complications arising from chronic
hyperglycemia. The most important difficulty in this treatment is our inability to
isolate sufficient viable islets from a donor pancreas to revert diabetes in the
recipient. Islet isolation is a long, complex and costly process and depends heavily
on the experience of the working team. During the process, many islets suffer from
oxidative stress and later apoptosis. More research in this area is greatly needed.
This study developed two methods of islet isolation, enzymatic digestion and micro
dissection, from the pancreas of guinea pig (Cavia porcellus) a new animal model
that shares with the human being the incapacity to synthesize vitamin C, a well-
known molecule because of its strong anti-oxidant properties. Moreover the
function of the isolated islets was studied by measuring insulin secretion in
response to glucose and insulin content. It was concluded that micro dissection is a
feasible method for isolating islets of Langerhans from the guinea pig pancreas for
research purposes, yielding islets of good quality with normal function, although
only a limited number of islets can be obtained. On the other hand, enzymatic
digestion is a methodology that requires more study in order to be systematically
successful in the guinea pig to obtain viable islets, although this last methodology
would yield a greater amount of islets.
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I. INTRODUCCION

El principal objetivo del tratamiento de pacientes con Diabetes Mellitus (DM) tipo 1
es la normalizacion de los niveles de glucosa sanguinea. Dentro de los posibles
tratamientos, el transplante de islotes de Langerhans frente al transplante de
pancreas tiene como ventajas ser una técnica minimamente invasiva, con
escasisima morbilidad, nula mortalidad y un costo econdmico previsiblemente
menor. Actualmente es posible afirmar que los islotes pancreéticos transplantados
pueden por si mismos tanto restablecer el control metabdlico perdido como
prevenir las complicaciones derivadas de la hiperglicemia mantenida, considerada
una de las principales causas de dafio en diversos tejidos de los pacientes
afectados por DM. Para llevar a cabo el aislamiento de islotes pancreaticos es
necesario aislar Unicamente el componente endocrino del pancreas donado,
minimizando la cantidad de tejido exocrino y de soporte en la solucion final que
sera introducida al receptor. Este proceso a nivel clinico es realizado mediante un
método semi-automatico en tanto que a nivel de investigacién se desarrolla con
mas frecuencia una metodologia manual, conservando basicamente las mismas
etapas en ambos procedimientos. El aislamiento supone la pérdida entre el 30% y
100% de los islotes y los expone a un ambiente quimico muy desfavorable,
ademas de un continuo traumatismo ya que incluye una parte puramente
mecanica. Este ambiente quimico al que son expuestos los islotes en condiciones
isquémicas calientes® genera una grave consecuencia como es la produccién de
radicales libres, los que se asocian a la induccién de apoptosis y muerte celular, lo
cual ocasiona una disminucion del numero de islotes viables para ser usados en el
transplante. En el presente trabajo se aplicaron dos protocolos estandares de rata
utilizados para el aislamiento de islotes de Langerhans en un nuevo modelo
animal, el cobayo (Cavia porcellus) atendiendo la incapacidad de este animal para
sintetizar acido ascorbico, cualidad que es compartida con el ser humano y que
permite proyectarlo como un modelo animal que en futuras investigaciones

entregara resultados altamente extrapolables que aporten a optimizar el
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aislamiento de islotes en el ser humano. También se aplicaron pruebas de
secrecion y contenido total de insulina para evaluar la funcionalidad celular de los

islotes aislados.

Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

La Diabetes Mellitus es una de las enfermedades crénicas no transmisibles mas
frecuentes del ser humano a todas las edades y se considera un problema de
salud publica por su elevada morbilidad y mortalidad (Garcia de los Rios y Durruty,
2003). Se estima que afecta a 135 millones de personas en el mundo entero
(Kendall et al, 2001) y al menos a 9 millones de individuos en América del Sur
(Barcel6 et al, 2003), equivalente a mas del 5% de la poblacién adulta (Kendall et
al, 2001). La situacion en Chile los ultimos 15 afios, segun estudios realizados por
Garcia de los Rios y Durruty, muestra un incremento sostenido en la incidencia
desde un valor promedio de 2,5/100.000 habitantes/afio en el periodo 1987-1992 a
cifras cercanas al 4,5/100.000 en los afios 1994-2000. Asi también los costos
directos e indirectos relacionados con la enfermedad en nuestro pais alcanzan los
US$294 millones incluyendo desde medicamentos hasta ingresos no percibidos
como consecuencia de la mortalidad prematura y a la discapacidad atribuidas a la
DM (Barcelo6 et al, 2003).

La Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) afecta principalmente gente joven menor de 20
afios de edad (Gartner y Hiatt, 2002) y se caracteriza por la destrucciéon
autoinmune del 80-90% de las células secretoras de insulina (células R) en los
islotes de Langerhans (Feldman, 2003). Dado que la funcion principal de la
insulina es la regulacién de los niveles de glucosa sanguinea, una disminucion en
su produccion desencadena estados cronicos de hiperglicemia lo que genera
estrés oxidativo sobre las células y dafio en diversos tejidos (Kaneto et al, 1999).
Aunqgue el transplante de pancreas completo puede restablecer la homeostasis de
la glucosa, los pacientes que reciben el érgano mantienen una alta morbilidad,

requieren permanente inmunosupresion y una vigilancia estricta que permita un
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diagnéstico temprano de rechazo, lo que hace que este procedimiento no
constituya la mejor alternativa de tratamiento (Adamec, 2003). Sin embargo, el
transplante de islotes de Langerhans es una alternativa menos invasiva que el
transplante de 6rgano completo (Kendall et al, 2001) y con un menor indice de
morbilidad (Sutherland et al, 2004) constituyendo un promisorio y razonable
método alternativo para restaurar la normoglicemia (Kendall et al , 2001; Papas
et al , 2001; Ryan et al , 2002), aliviar las complicaciones a largo plazo de la DM
(Kendall et al , 2001; Papas et al , 2001), y otorgar una independencia de los
tratamientos suplementarios de insulina. Actualmente se estan poniendo en
marcha estudios comparativos entre el transplante de islotes pancreéticos y la
insulinoterapia intensiva con vista a establecer la verdadera valia de este
procedimiento para establecerlo como primera alternativa terapéutica en la DM1
(Balibrea et al, 2007). La reciente introduccion de terapias inmunosupresoras
libres de glucocorticoides y el mejoramiento de los métodos de aislamiento de
islotes han aumentado sustancialmente el éxito de este procedimiento (Shapiro et
al, 2001). No obstante, la generalizacion del transplante de islotes todavia debe
superar varios problemas entre ellos los que mejorarian la desproporcion entre el
namero de posibles donantes y el nimero de receptores que hoy alcanza 10:1, el
namero de islotes viables obtenidos de cada pancreas donado y la superacién de
los problemas inmunitarios (Balibrea et al, 2007).

A partir de los primeros protocolos publicados para aislamiento de islotes
pancreaticos de rata establecidos en 1976 por Shibata y colaboradores se han
desarrollado una serie de modificaciones dependiendo del laboratorio en que se
apligue y segun los requerimientos de la investigacion. Habitualmente en el
desarrollo de los distintos estudios se ha utilizado la rata Sprague-Dawley como
modelo animal dada su facil adquisicion y manejo, sin embargo, el cobayo pelo
corto americano (Cavia porcellus) representa un interesante nuevo modelo ya que,
ademas de poseer las anteriormente mencionadas caracteristicas de la rata,
comparte con el ser humano la incapacidad de sintetizar acido ascorbico y por
ende, una dependencia total de la ingesta dietaria (Biopsicologia, 2007). El acido

ascorbico es una molécula ampliamente reconocida por su accion antioxidante y



considerando que durante el aislamiento de islotes de Langerhans las células I3 se
encuentran bajo profundos cambios de estructura y funcién que resultan en la
produccion de radicales libres y apoptosis (Rosenberger et al, 1999) mas los
diversos reportes que sefalan la particular sensibilidad de estas células frente al
estrés oxidativo (Lapidot et al, 2002), es posible proyectar el uso del cobayo como
modelo animal en nuevas lineas de investigacion enfocadas en esta area y con
Importantes extrapolaciones hacia el ser humano, permitiendo avanzar en el
desarrollo de procesos que optimicen el niumero y la viabilidad de los islotes de

Langerhans aislados.

lll. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Aislar islotes de Langerhans desde pancreas de cobayo utilizando dos protocolos

estandar y posterior estimaciéon de su funcionalidad celular.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aplicar dos metodologias estandar de aislamiento de islotes de Langerhans:
aislamiento por digestién enzimatica y aislamiento por microdiseccion.
2. Aplicar pruebas de secrecién y contenido total de insulina como estimador de

funcionalidad celular de los islotes de Langerhans aislados.



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Animales: Se utilizaron 8 cobayos americano pelo corto (Cavia porcellus)
machos entre 350-600 g de peso (Bioterio Central U. de Chile, Instituto Salud
Publica). Fueron distribuidos en 2 grupos iguales destinados a cada método de

aislamiento de islotes.

4.2 Aislamiento de islotes
4.2.1 Aislamiento de islotes por digestion enzimatica: Los cobayos
fueron anestesiados via intramuscular con una solucién de ketamina 150
mg/kg, xilacina 30mg/kg y acepromacina 5 mg/kg. Se rasuré y desinfecto
con alcohol yodado toda la zona ventral de cavidad toraxica y abdominal.
Se realiz6 un abordaje ventral con exposicion completa de la cavidad
abdominal. No fue posible identificar macroscopicamente el conducto biliar
comun, el que segun el protocolo para aislamiento de islotes en rata, debe
ser canulado utilizando mini sondas especialmente disefiadas y que permite
inyectar la solucion de Colagenasa V (SIGMA) 0,2% para iniciar la digestion
enzimatica. Considerando esta particularidad se extrajo el pancreas
completo y luego los animales fueron sacrificados con una sobredosis
intracardiaca de solucion de tiopental sodico al 2,5%. El pancreas fue
inoculado con multiples dosis de solucién de Colagenasa V al 0,2%, luego
fue colocado en un vaso precipitado de vidrio y fue cortado finamente con
tijeras. Posteriormente se trasladé todo el contenido hacia un tubo Falcon®
de 15 ml que se llend con la misma solucion de Colagensa V 0,2% hasta
completar los 10 ml. Seguidamente fue colocado el tubo en bafio de agua a
37°C por 10-20 minutos, con agitacion manual moderada cada 5 minutos.
Se detuvo la actividad enzimatica con Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) a 4°C adicionado con 2% de albumina bovina. Se centrifugd por 1
minuto a 245g. Se recolectd el material solido obtenido (pellet) y fue

colocado en una gradiente de densidad discontinua con Histopak 1077



(SIGMA) y HBSS. Se centrifugo por 15 minutos a 6279 y se recolectaron los
islotes desde la interfase. Se distribuyd la masa de islotes obtenidos por
gradiente en placas Petri de 10 ml con medio RPMI 1640 suplementado con
7% de Suero Fetal Bovino y 7% de Suero Equino (GibcoBRL), solucion
estandar antibiotico-antimicético (GibcoBRL) y fueron observados bajo lupa
optica (Wild Heerbwgg) con aumento 25x y con iluminacion externa para
contabilizar el numero de islotes obtenidos, evaluar su densidad y forma,
ademas de la limpieza del preparado. Luego se cultivaron por 24 horas bajo
una atmosfera con 5% CO,, 95% O, y a 37°C, previo a las pruebas de
funcionalidad celular. Este periodo de cultivo se estima necesario para
entregar un “reposo” a los islotes con el fin de que puedan normalizar su

metabolismo luego del proceso de aislamiento.

4.2.2 Aislamiento de islotes por microdiseccion: Se utiliz6 el mismo
protocolo quirdrgico descrito anteriormente. Una vez extraido el pancreas
fue colocado inmediatamente dentro de una placa Petri de 10 ml con HBSS
a 4°C. Luego el érgano se trasladd a una placa Petri de 5 ml con cera de
abeja tefiida negra y endurecida, de manera tal que funcion6 como
sostenedor del érgano y permitié su extension vy fijacion con alfileres, a fin
de lograr la maxima exposicion de superficie que permitié visualizar los
islotes. Se observd el pancreas bajo lupa (Wild Heerbwgg) con aumento
25x e iluminacion externa para identificar visualmente los islotes. Estos
fueron extraidos mediante el corte y remocién de la mayor parte del tejido
exocrino y ductal circundante, se dejé un remanente que permitiéo tomar los
islotes con las pinzas. Se utiliz6 material quirdrgico oftalmolégico (de
pequefio calibre). Los islotes obtenidos fueron colocados en una solucion
Krebs Modificado (sin aminoacidos) con bajo contenido de glucosa (0,5 g/l)
y suplementado con 1% de albimina bovina ultrapurificada (KMBGA) previo

a las pruebas de funcionalidad celular.



4.3 Estimacion funcionalidad celular
4.3.1 Prueba de secrecion de insulina: Transcurridas las 24 horas de
cultivo de los islotes aislados enzimaticamente no se encontraron islotes
para desarrollar la prueba. Por otra parte, los islotes obtenidos por
microdiseccion desde el pancreas recién extirpado se distribuyeron en un
sistema de flujo peristaltico (fig.1) compuesto por 2 bafios de agua, una
bomba peristaltica conectada a un sistema de mangueras con 4 camaras

gue contenian papel filtro como sujetador para los islotes y una cubeta con

una gradilla en su interior que sostenia 40 tubos Falcon®.

Figura 1, Sistema de Flujo Peristéltico. Utilizado para la prueba de secrecion de insulina frente a
estimulo por alta glucosa 3g/l. El sistema esta compuesto por 2 bafios, una bomba peristaltica
conectada a un sistema de mangueras con 4 cAmaras que contenian papel filtro como sujetador
para los islotes y una cubeta con una gradilla en su interior que sostiene 40 tubos Falcon® de 15
ml. El primer bafio esta a 40°C y tiene en su interior la botella con la solucién que se utilizé para
perfundir los islotes. Esta solucién fue sacada por la bomba peristéltica y expulsada hacia las
camaras que sostienen en su interior a los islotes, ubicadas en el segundo bafio a 37°C.
Finalmente la solucidn viaja hasta los tubos Falcon® ubicados en la cubeta rodeados por hielo y

blogues de refrigeraciéon donde se colectaron las muestras a 7°C.

El primer bafio estaba a 40°C y tenia en su interior una botella de vidrio con
solucion Krebs Modificado (sin aminoacidos) con bajo contenido de glucosa

(0,5 g/l) suplementado con 1% de albimina bovina ultrapurificada



(KMBGA). La solucién fue sacada por la bomba peristaltica, con una
velocidad de flujo regulable, y posteriormente expulsada hacia las camaras
gue sostienen en promedio 7 islotes. Estos se encontraban en el segundo
bafio a 37°C. Esta etapa tuvo una duracion de 60 minutos y se denomina
“Periodo de Incubacion”. Luego los islotes recibieron durante 15 minutos la
misma soluciéon a la misma temperatura, iniciando la coleccién de las
muestras en los tubos con un intervalo de 5 minutos. Seguidamente se
utilizé una solucién Krebs Modificado con alta concentracion de glucosa
(3 g/l) suplementado con 1% de albumina ultrapurificada (KMAGA) por 20
minutos a 37°C vy, finalmente, con KMBGA por 15 minutos. Para efectos de
estudio y analisis cada cédmara fue considerada como un experimento
aislado. La cuantificacion de insulina se realiz6 a través del ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) utilizando el kit Mercodia Rat
Insulin de ALPCO Diagnostics, por duplicado cada muestra. El ensayo se
desarroll6 segun el protocolo recomendado por el fabricante. Se puede
observar en la figura 2, de izquierda a derecha, la placa del kit al iniciar la
etapa de incubacion, con las muestras y la solucién de trabajo en cada
pocillo. Luego la misma placa finalizada la incubacién y con la solucion de
frenado de la reaccion ya incorporada. Por ultimo el equipo lector de
ELISA, modelo Multiskan MCC/340 P version 2.33, donde fueron medidas

las absorbancias de las muestras.
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Figura 2, Placas de ELISA del kit Mercodia Rat Insulin (ALPCO Diagnostics) Utilizadas

para la determinacion de la concentracion de insulina. De izquierda a derecha se observa la

placa con las muestras y la solucion de reaccién al iniciar la etapa de incubacion. Luego la
misma placa finalizada la incubacién y con la mezcla de frenado de reaccién. Finalmentel se ve
el equipo de lectura modelo Multiskan MCC/340 P version 2.33 donde fueron analizadas las

muestras.



4.3.2 Contenido total de insulina: Para los islotes obtenidos
enzimaticamente no fue posible la aplicacion de esta prueba, ya que no se
encontraron dichas estructuras transcurridas las 24 horas de cultivo. En
cambio, en los islotes obtenidos por microdiseccion, fue posible aplicar la
mencionada técnica. Una vez finalizada la prueba de secrecion de insulina,
se extrajo el filtro de sujecion con los islotes desde el interior de las
camaras, los que fueron colocados en tubos Falcon® con 1 ml de solucion
de extraccion de insulina (0,15 M HCI en alcohol etilico al 70%). Cada tubo
permanecio refrigerado por 7 dias a 4°C. Posteriormente, se obtuvo una
alicuota de 120 pl y se diluyé a razéon de 1:23,5 en KMBGA. La
cuantificacion de insulina se realiz6 a través de ELISA (ALPCO Diagnostics)
kit utilizando los mismos reactivos y método que en las pruebas de

secrecion de insulina.

V. RESULTADOS

5.1 Aislamiento de islotes

5.1.1Aislamiento de islotes por digestion enzimatica.

La aplicacion de esta etapa del protocolo de aislamiento de islotes presentd
una importante diferencia en el cobayo respecto al de rata, dado que en el
primero no fue posible identificar el conducto biliar comun para la canulacién e
inyeccion de la solucidbn enzimatica. Esta etapa es considerada de gran
importancia en el resultado final del método, en cuanto a su rendimiento:
namero de islotes que se obtiene desde un pancreas. Se aplicé un
procedimiento alternativo consistente en multiples inyecciones de solucion
enzimatica directamente en el tejido pancreéatico. De esta manera, se obtuvo
en promedio 1000 islotes a partir del procesamiento de un pancreas, de

diversos tamafos y con forma conservada tipo esfera. Los islotes fueron
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observados inmediatamente a través de lupa Optica (25x) aparentemente
integros en su estructura, de aspecto blanquecino, levemente translicidos vy

con una aparente granulacion en su interior.

5.1.2 Aislamiento de islotes por microdiseccion.

Se obtuvieron en promedio 30 islotes de tamafio mediano a grande y forma
conservada tipo esfera por cada pancreas extraido. Los islotes se evaluaron
como aparentemente integros en su estructura con pequefios restos de

material exocrino adheridos a ellos y una coloracion blanquecina opaca.

5.2 Estimacion funcionalidad celular

5.2.1 Prueba de secrecién de insulina.

Para los islotes obtenidos por digestion enzimética, en todos los ensayos, no
fue posible realizar la prueba por las razones antes expuestas en Material y
Método.

Para los islotes obtenidos por microdiseccion se logré determinar la existencia
de respuesta celular frente a la aplicacion de un estimulo de glucosa (3 g/l), en
alta concentracion, ejemplificada en la figura 3. Se pudo observar una
secrecion de insulina basal mientras los islotes eran mantenidos en
concentraciones bajas de glucosa (0,5 g/l) y luego la secrecién dinamica
esperada con un alza en las concentraciones de insulina como respuesta al
estimulo. Se observo la primera fase de secrecion, caracterizada por un alza
brusca en la concentracion de insulina y luego una disminucién de ésta. A
continuacion se observd la segunda fase, donde nuevamente aumentd la
concentracion de insulina. Una vez retirado el estimulo ocurrié una alza final

para luego empezar una gradual disminucion en la secrecion.
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Concentracion de Insulina en Respuesta a
Estimulo de Glucosa
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Figura 3. Concentracién de insulina mostrando la respuesta dindmica frente a estimulo
por alta glucosa. Se observa una respuesta de secreciéon en 2 etapas. La primera inicia al
minuto 15 con la aplicacién del estimulo alta glucosa (3 g/l), logra un peak al minuto 20 y
disminuye en el minuto 25, sin llegar a niveles basales. Luego se inicia la segunda etapa que
alcanza su méaximo en el minuto 40 y luego decae hasta alcanzar niveles similares al basal. (ﬁ =
inicio estimulo con alta concentraciéon de glucosa, = fin estimulo con alta concentracion de

glucosa)

Se obtuvieron los siguientes valores promedio de secrecion de insulina:

Etapa basal inicial (0-15 min) :0,046 £0,07 pg/min.
Etapa estimulacion (20-35 min) :0,891 0,44 pg/min.
Peak : 1,438 pg/min.

Etapa post estimulo (40-50 min) :0,742 £ 0.81 pg/min.

La concentracion promedio en etapa de estimulacion (fig.4) alcanz6 20 veces
el valor encontrado en la etapa basal inicial, con un peak 31 veces mayor que
el nivel de secrecion basal. Mientras, la etapa post estimulo logré6 una
concentracion promedio 16 veces superior a la medida en la etapa basal inicial.
Hacia el final del experimento la concentracién de insulina vuelve a valores
similares a la etapa basal inicial. Normalmente el estimulo secretorio
permanece por varios minutos en las células luego de retirada la solucion con
alta concentracion de glucosa, liberando insulina de una manera fluctuante.
Esta secrecion se torna estable entre 20 a 60 minutos desde el retiro del
estimulo y luego comienza a decaer hasta niveles similares a los encontrados

en la etapa basal inical.
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Etapa Experimental

2
1,439 0,743
15 0,890 Y./
. |
0,5
0,046
0 T

O Basal Inicial
O Peak

B Estimulo

O Post Estimulo

Figura 4, Concentracién promedio de insulina por etapa experimental. Se observa

una diferencia de 20 veces entre la concentracién promedio basal inicial y estimulado,

con un peak superior en 31 veces a los niveles de secrecion basal inicial. En la etapa

post estimulo baja la concentracion promedio de insulina a niveles16 veces mayor que

el valor en etapa basal. (T= desviacion estandar).

5.2.2 Contenido total de insulina

Al no obtener islotes desde la preparacion pancreatica tratada con enzima no

se puedo desarrollar esta prueba. Para los islotes obtenidos por microdiseccion

se obtuvieron resultados variables en cada experimento, todos con valores

totales de insulina por sobre el total secretado. En la tabla N°1 se detallan los

resultados por experimento.

TABLA N° 1. Resultados Prueba de Extraccion de Insulina en Islotes Microdisecados de
Cavia porcellus.

Ensayo Insulina tota Insulina total por Promedio secrecion Promedio secrecion % secrecion/ minuto

por islote (pg) insulina/minuto por insulina/ minuto por por islote respecto al
experimento experimento (pg/min) islote(pg/min) contenido total

(P9)

1 17,46 2,49 0,50 0,06 0.024

2 18,99 2,37 0,19 0,02 0,008

3 2,71 0,38 0,06 0,01 0,025

4 5,21 0,74 0,42 0,06 0.081

En promedio el contenido total de insulina por experimento fue de 10,47pg.

Cada islote secreto en promedio 0,034 % de su insulina total por minuto. Estos

resultado permiten observar la correcta funcionalidad de los islotes obtenidos

por microdiseccion.
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VI. DISCUSION

El aislamiento de islotes de Langerhans a partir de la obtencidn de un pancreas es
un proceso complejo, que puede durar al menos 6 horas y requiere una
infraestructura importante y una alta especializacion de los profesionales
encargados (Balibrea et al, 2007). Los métodos manuales utilizados en este
trabajo resultan de utilidad en el area de la investigacion, donde no se requiere un
alto numero de islotes. La metodologia de aislamiento enzimatico permite obtener
un mayor numero de islotes por pancreas y logra aumentar el aprovechamiento
del 6rgano en comparacion con el método de microdiseccion. Sin embargo, existe
la inquietud de la integridad estructural y funcional que resulta del primer proceso,
ya gue es conocido que la sobrexposicion a la enzima genera dafio a nivel
estructural, lo que finalmente repercute en la calidad del preparado.

Existen diferencias anatémicas entre la rata y el cobayo, importantes desde el
punto de vista de la aplicacion del protocolo de aislamiento por digestidn
enzimatica, que pueden ser parte de las causas que determinaron la incapacidad
[ de aplicar exitosamente este protocolo en el cobayo.
La digestion enzimética en pancreas de rata
comienza por la canulacion del conducto biliar (fig.
5), que va desde el hilio del higado, a través del
tejido pancreatico hasta el duodeno, donde es
rodeado por el esfinter muscular de Oddi. El
conducto tiene un diametro aproximado de 1
milimetro, es moderadamente translucido (Foley,
2005) y a través de él se inocula la solucion
enzimatica. En el cobayo no fue posible detectar

macroscopicamente, ni a simple vista ni con lupa, el

Figura 5. Canulacién conducto biliar ~ conducto biliar comun. Al no poder ser detectado
en rata. Se realiza proximo al hilio

este conducto en el cobayo, el proceso de
hepético, con ligaduras colocadas

previo a la canulacién (Foley, 2005). canulacion no pudo ser realizado, por lo que la

aplicacion de la solucion enzimatica se debié hacer
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mediante multiples inyecciones directamente al tejido pancreatico junto con su
posterior reduccion mediante cortes, para ayudar en la disociacion de los tejidos.
Estos hechos implican un alto grado de traumatismo para las distintas células
pancreaticas de cobayo, lo que probablemente genera un mayor grado de
necrosis e inicio de fendmenos apoptéticos, que finalmente van a diezmar el
namero de islotes obtenidos. Por otra parte, como se aprecia en la figura 6,
existen también diferencias morfolégicas entre pancreas de cobayo y rata, siendo
en el cobayo un 6rgano mas estructurado y con una disposicion espacial mas
ramificada de las distintas estructuras en comparacion con el de rata, lo que
podria implicar una distribucién mas segmentada de la solucién enzimatica al ser
inoculada directamente en el tejido y no a través del conducto biliar, por lo que
algunos grupos de islotes probablemente no habrian recibido suficiente enzima
para liberarse del tejido exocrino y habrian quedado retenidos en el pellet que no

se incluye en la preparacion final.

‘ *
Pancreas Cobayo  }.

\ 3 / Y Pancreas Rata
¥4

Nk s Ll ~E /L/ ¢

Figura 6: Vista caudal con superficie dorsal arriba de cavidad abdominal en cobayo
y rata (Popesko et al, 1992). Se puede observar la diferencia morfolégica entre ambos
pancreas. El de cobayo posee una mayor estructuracion y una disposicion espacial

aparentemente mas organizada que el pancreas de rata, con caracteristicas mas difusas.

Se plantean mudltiples interrogantes por el bajo rendimiento alcanzado en el
cobayo en la aplicacion del protocolo de aislamiento enzimatico estandarizado
para rata. Los islotes que se obtuvieron no alcanzaron a permanecer viables las

24 horas de cultivo, que habitualmente se aplican para entregar un “reposo” y una
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“recuperacion” metabdlica de estas estructuras luego del procedimiento de
aislamiento. No fue posible encontrar la causa exacta de esta “desintegracion” de
los islotes pero se sugieren fendmenos apoptoéticos y necroticos asociados al
proceso de diseccion del pancreas o a la interaccion con algun componente del
medio de cultivo. Para poder aplicar este protocolo, que tiene como ventajas el
entregar un gran numero de islotes, es necesario desarrollar mas investigacion a
fin de determinar qué factores y con qué grado de importancia son los que estan
limitando su aplicacién en el cobayo.

Por otra parte, a través de la microdiseccion es posible seleccionar los islotes de
mayor tamafio sin generar un dafio importante en su estructura, pero en un
namero limitado, ya que es un proceso lento y requiere alta especializacion de
quien lo realice (al igual que en la técnica anterior). Se debe dejar un remanente
de tejido exocrino para su manipulacion y es muy dificil el trabajo bajo condiciones
de esterilidad ya que se requiere el uso de lupa o microscopio y placas
destapadas por largos periodos de tiempo. Los islotes obtenidos presentan una
estructura muy bien conservada y mantienen una buena funcionalidad.

La utilizacion del cobayo como modelo animal es de caracter novedoso, ya que
por mucho tiempo fue descartado su uso en esta area de investigacion porque la
mayoria de los anticuerpos utilizados para la deteccion de insulina eran
desarrollados en esta especie, debido a la alta sensibilidad que alcanzan. Sin
embargo, el cobayo posee una caracteristica muy interesante para ser utilizado
como modelo experimental, ya que al igual que el ser humano carece de la
capacidad de sintetizar vitamina C, la cual posee un conocido rol antioxidante.

Por otro lado, las técnicas aplicadas para determinar funcionalidad celular son de
uso corriente en laboratorios especializados en el area de investigacion con islotes
pancreaticos, siendo considerada la medicion del curso temporal de la secrecion
de insulina como una de las técnicas mas dificiles de realizar, ya que se ve
influenciada en sus resultados por mdltiples factores de manipulacién vy
ambientales, por lo que se requiere realizar numerosos ensayos para obtener
claras conclusiones. El objetivo de estas pruebas es mostrar si las células aisladas

mantienen su capacidad de secretar insulina en respuesta a condiciones de baja y
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alta concentracion de glucosa extracelular. Asi, se puede observar si las células
conservan su capacidad sensitiva de glucosa y reguladora de la secrecion de
insulina, lo que constituye una prueba de su correcta funcionalidad. Al entregar
diferencias en los niveles de secrecion de insulina mayores a cuatro veces entre la
concentracion basal inicial y estimulada, junto con que una vez retirado el estimulo
las concentraciones de insulina vuelvan a niveles basales, la prueba esta
indicando un correcto funcionamiento de las células y que la liberacion de insulina
corresponde efectivamente a la secrecibn como respuesta frente al estimulo de
alta concentracion de glucosa extracelular y no a una liberacion por dafio celular.
Las concentraciones de insulina obtenidas en la prueba de determinacién de
contenido total entregan concentraciones muy por sobre las detectadas en la
prueba de secrecion, por lo cual la insulina detectada en éste ultimo método
corresponde efectivamente a la liberada desde células beta y no al “vaciamiento”
del contenido insulinico intracelular como consecuencia de destruccion de células
beta. La correcta funcionalidad de los islotes se refleja cuando el porcentaje
/minuto de secrecion de insulina se encuentra entre 0.01 y 0.05.

Es importante que continden las lineas investigativas que persiguen la
optimizacién del proceso de aislamiento de islotes, buscando nuevos factores que
influyan de manera positiva y que permitan lograr importantes avances clinicos en
la aplicacion de este tratamiento que, por ahora, permanece en modo

experimental.
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VII. CONCLUSIONES

El aislamiento manual de islotes de Langerhans por digestion enzimatica y
por microdiseccion son procesos largos, complejos y costosos, que en gran
medida dependen del equipo y de la experiencia del personal de trabajo. En
la actualidad, aun estan orientados a ser utilizados en areas de
investigacion, ya que es ahi donde se requiere un menor numero de islotes.
El aislamiento enzimatico en cobayo debe ser mas estudiado ya que
existen factores que por el momento no se han podido determinar y estan
limitando su utilizacion en esta especie.

El aislamiento por microdiseccién entrega islotes de buena calidad pero en
namero limitado y es posible demostrar la funcionalidad y viabilidad celular
de los islotes pancreaticos aplicando pruebas de secrecion y contenido de
insulina.

El cobayo se presenta como buen modelo animal para estudiar ciertos
aspectos de la fisiologia de islotes en humanos, en el cual puede aplicarse
el aislamiento por microdiseccion y las técnicas habitualmente utilizadas

para probar viabilidad y funcionalidad celular.
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