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L Justificacion

La Diabetes Mellitus es un grupo de trastornos metabolicos
caracterizados por un aumento de los niveles de glucosa plasmaticos. Esta
hiperglucemia es el resultado de un defecto en la secrecion de la insulina, en su
accion, o en ambos. Es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en la sociedad actual y se ha convertido en un alarmante problema de salud
publica. En 1997 se calculd que unos 124 millones de personas padecian
diabetes. Actualmente, la diabetes afecta aproximadamente a 140 millones de
individuos y se prevee que afecte a mas de 220 millones en el afio 2010 (Amos
AF y cols., 1997; King H y cols., 1998) y a mas de 300 en el afio 2025 (Zimmet
P, 2003). En Espaiia, la prevalencia de la diabetes mellitus se estima en un 6,2 %
para los grupos de edad de 30-65 afios, y del 10 % para 30-89 afios. La diabetes
mellitus tipo 1 representa un 10 % del total, con una incidencia estimada de 11-
12 casos/ 100.000 habitantes y afio. La incidencia de la diabetes tipo 2 se estima
en 8/1000 habitantes afio (Goday A, 2002).

El coste de la diabetes incluye gastos directos e indirectos. El promedio
de coste de la asistencia a un paciente diabético es aproximadamente cuatro
veces mas elevado que la asistencia de un sujeto no diabético. El paciente
diabético sufre de media 3 veces mas episodios de hospitalizacion que el no
diabético (American Diabetes Association, 1998). Los costes directos de la
diabetes mellitus a nivel internacional suponen alrededor de un 5 % del coste
sanitario global, la mayor parte de ellos generados por las complicaciones

cronicas que derivan de la enfermedad (Williams R y cols., 2002). EI estudio
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europeo CODE ha demostrado que el coste total de la diabetes tipo 2 en los ocho
paises incluidos (Bélgica, Francia, Alemania, Italia, Holanda, Espafia, Suecia,
Reino Unido), resulté ser de unos 29 000 millones de euros al afio, lo que
corresponde a un coste de 2 834 euros por paciente y afio (Massi-Benedetti M,
2002). A ello hay que afiadir los costes indirectos: bajas laborales, incapacidades,
muertes prematuras, etc...Los costes indirectos relacionados con la pérdida de
afios productivos por su efecto sobre la capacidad de trabajo se calcularon en 46
000 millones de délares. (National Diabetes Data Group, 1995.)

El tratamiento de la diabetes mellitus tiene como objetivo conseguir un
6ptimo control metabolico que evite o retrase las complicaciones crénicas
propias de la enfermedad, con una buena calidad de vida y sin complicaciones
agudas. El tratamiento intensificado con insulina consigue retrasar e incluso
evitar la aparicion de dichas complicaciones (Diabetes Control and
Complications Trial Research Group, 1993). El tratamiento intensificado supone,
no obstante, un mayor riesgo de hipoglucemias y requiere una importante
implicacion del paciente. Esto hace que no pueda recomendarse a todo paciente
diabético. Por ello se hace necesaria la busqueda de alternativas terapéuticas.
Entre ellas, se estdn desarrollando el trasplante de pancreas. el trasplante de
islotes de pancreas, el de células madre embrionarias y la terapia génica.

El trasplante de pancreas permite la independencia de la insulina en la
mayoria de los casos, consiguiendo valores normales de glucemia y evitando
hipoglucemias. Sin embargo, la técnica quirurgica es compleja y se asocia a

morbilidad y mortalidad perioperatorias significativas. Estaria especialmente
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indicado en un grupo seleccionado de pacientes con insuficiencia renal cronica
terminal en combinacion con el trasplante renal (Tydén G y cols., 1999).

El trasplante de células madre y la terapia génica parecen esperanzadoras
opciones de futuro, pero actualmente han demostrado resultados exclusivamente
en modelos experimentales. A ello hay que afiadir consideraciones de caracter
ético todavia no aclaradas.

El trasplante de islotes de pancreas es una alternativa atractiva puesto que
es una técnica poco invasiva y con baja morbi-mortalidad. No obstante, hasta el
afio 1999 los resultados obtenidos en términos de insulin-independencia eran
pobres. Segun los datos del Registro Internacional de Trasplante de Islotes de ese
afio, solo un 10 % de los pacientes trasplantados estaba libre de insulina al afio
del trasplante si bien en un 37 % se demostroé produccién insulinica mediante
determinacién de péptido C (Brendel M y cols., 1999). En el afio 2000, Shapiro y
cols. dan a conocer su trabajo utilizando un nuevo protocolo de inmunosupresion
(Shapiro AMJ y cols., 2000). Los resultados terapéuticos obtenidos han
modificado positivamente las estadisticas del trasplante de islotes (Brendel MD y
cols., 2001) y han dado nuevas perspectivas de desarrollo. Para confirmar y
ampliar estos resultados, se ha iniciado un ensayo multicéntrico en 7 centros de
Norteamérica y 3 europeos con experiencia en la técnica de trasplante de islotes.

En un momento en el que el trasplante de islotes estd de plena actualidad,
todavia se desconocen numerosos aspectos basicos sobre la funcionalidad de los
islotes, su regulacion, la evolucion de la masa trasplantada, etc. En esta tesis se
pretende ahondar en estos puntos con el objetivo de conocer mejor aquellos

factores, inmunologicos o no, que conducen al deterioro de la célula beta y al
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fracaso del trasplante. La comprension de estos aspectos permitird establecer
nuevas pautas terapéuticas que contribuyan a una mayor supervivencia del

injerto trasplantado.
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11. Introduccion

1. ANATOMIA DE LOS ISLOTES DE PANCREAS

1.1. Recuerdo historico

Los islotes pancreaticos fueron descritos por primera vez por Paul
Langerhans (1847-1888) en 1869. Los definié6 como “actimulos o racimos de
células enmarafiados en una red vascularizada, como una glandula salivar
abdominal. Estas células, como islas, estan distribuidas de forma regular, tienen
un tamafio mediano y en su interior se visualiza un contenido brillante y un
nucleo redondeado”. En 1889 Von Mering y Minkowsky demostraron que la
pancreatectomia en perros iba seguida de diabetes mortal, estableciendo las bases
de la relacion entre la glandula y el metabolismo de los hidratos de carbono.
Laguesse en 1906 los bautiza con el nombre de islotes de Langerhans y les
atribuye un papel funcional, realizando sus estudios sobre pancreas de animales
vertebrados y de reos condenados a muerte. La especial naturaleza de las células
fue confirmada posteriormente, tras examinar el pancreas de un neonato que

“sorprendentemente poseia grandes y numerosos islotes™.

1.2. Desarrollo embriologico.

El primer botdn pancreatico dorsal surge como una invaginacion del
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primitivo endodermo intestinal, en su porcion cefalica (Slack IMW, 1995). Su
irrigacion procede de las arterias gastroduodenal y esplénica a partir del tronco
celiaco. Poco tiempo después aparece el boton ventral, que gira alrededor del
duodeno y recibe la sangre de la arteria pancreatoduodenal inferior a partir de la
mesentérica superior (Orci L y cols.,, 1982; Edlund H, 1998). Estas dos
estructuras se fusionan, crecen y forman una estructura ramificada. En ella se
diferencian tres estirpes epiteliales diferentes: las células ductales, las células
exocrinas productoras de proenzimas y los islotes de Langerhans. En la figura 1

se resume el proceso de diferenciacién de las células del islote.

Figura 1. Esquema de la diferenciacién de las células del islote. 1: Célula
primitiva precursora, caracterizada por la fijacion de un precursor amina y la
decarboxilacion (APUD). Contiene enolasa neuroespecifica. 2: Inversion de la
polaridad de la division mitética en células epiteliales del ducto para originar
células endocrinas. El mesénquima podria intervenir en el proceso. 3: Una célula

hija permanece conectada al epitelio por complejos de union. Otra esta libre y
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penetra en el tejido mesenquimal. 4: El islote permanece todavia conectado con
el ducto. La sangre comienza a invadir el islote. Varios tipos celulares surgen del
mismo o de diferentes precursores, que podrian encontrarse bien en el ducto o
bien en el islote. 5: En el ultimo estadio, los islotes se separan del ducto. El
proceso de crecimiento se produce a partir de células diferenciadas. Algunos
precursores menos diferenciados podrian tener también su papel. Un grupo de
células dentro del epitelio ductal pueden estar presentes. Los islotes se inervan.

(Modificado de WIJ. Rutter, 1980).

Los islotes estan formados por cuatro tipos celulares principales que
comparten un funcién comun de secrecion endocrina. Son las células o, B, 6 y
PP que producen glucagdn, insulina, somatostatina y polipéptido pancredtico,
respectivamente y con esta secuencia de aparicion. Las células madre endocrinas
y exocrinas tienen su origen comun en las células ductales, que bajo un estimulo
adecuado se diferencian en una u otra especie (Bonner-Weir S y cols., 1993).

En el embrién humano las células endocrinas aparecen en la semana 7. En la
semana 9 se demuestra la existencia de las hormonas peptidicas, presentes en
primitivos islotes o en células aisladas adyacentes al ducto (Like A y cols..
1972). En la semana 16 los tipos celulares productores de cada hormona son
claramente reconocibles. Los islotes fetales, de pequeifio tamafio, se distribuyen
sobre el parénquima exocrino. En el centro del islote, rodeadas del resto de

células, quedan las células beta. Esta estructura tridimensional, con un ntcleo de

10
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células beta, permanece en la edad adulta, adquiriendo una importancia capital
para la liberacion fisiologica de insulina.

La proporcion celular es variable segun la fase del desarrollo. Asi, en las
primeras semanas las células mas abundantes son @, ocupando un 50% de la
glandula endocrina, mientras que las células 3 constituyen menos del 25%. En el
pancreas maduro las células § forman el 70-80% del islote, ocupando el 20-30%
restante las otras tres poblaciones celulares.

Durante su desarrollo, las células pancreaticas expresaran no sélo las
hormonas ya conocidas sino también otro grupo de neurohormonas cuya funcion
no ha sido todavia bien establecida. Parece que intervienen en la propia
homeostasis del islote. Asi, el péptido YY (PYY), el polipéptido amiloide del
islote (IAPP) y el neuropéptido Y (NPY) inhiben la secrecion de la insulina,
contribuyen a la escasa respuesta a la glucosa de la célula beta en esta etapa del
desarrollo y protegen al feto de posibles hipoglucemias (Mulder H y cols., 1998).
En la rata, el PYY se detecta el dia 12 de vida fetal y se sintetiza en las células
endocrinas productoras de insulina y glucagon. Durante el desarrollo ird
desapareciendo de las células beta para permanecer exclusivamente en las
productoras de glucagén. Inicialmente el NPY estad presente en los nervios
interlobulares, alrededor de los vasos y del ducto. El RNA mensajero (mRNA)
del NPY aparece en la célula beta el dia 16 de vida fetal y el 17 se detecta ya su
proteina. Con el nacimiento desaparece el mRNA de la célula beta y 5 dias mas

tarde el NPY (Myrsen-Axcrona U y cols., 1997).
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1.2.1. Factores de diferenciacion celular

La diferenciacion de las células pancredticas se realiza en momentos
puntuales del desarrollo del pancreas, a partir de la expresion o inhibicion de
factores de transcripcion. La expresion o no de estos factores origina las
diferencias fenotipicas entre las células y su interrelacion modula la actividad
celular (Edlund H, 2001). Las células pancreaticas diferenciadas son capaces de
expresar unos factores de transcripcion e inhibir otros, presentes en un subtipo
celular diferente (Edlund H, 1998; Yamaoka T y cols., 1999; Habener JF y cols.,

1998).

Uno de los factores de transcripcidon mas importantes en el desarrollo
pancreatico es el Pdx1, también llamado IPF-1 (insulin promoter factor 1). En un
estadio inicial permite el crecimiento, division y diferenciacion de las células
epiteliales pancreéticas. Posteriormente regula la expresion o inhibicion de otros
factores de transcripcion en los subtipos celulares. El Pdx1, a través de
interacciones con otros factores de transcripcion, tiene un papel capital en la
expresion del gen de la insulina como respuesta a los niveles de glucosa. Pdx1
participa también en la expresion de Nkx6.1 en las células beta inmaduras y
activa otros genes como IAPP, glucokinasa 1 y GLUT2 (transportador de
glucosa-2) que se expresan de forma especifica en la célula beta (Wang H y
cols., 2001). Sin embargo existen otros factores de transcripcion, puesto que
ratones modificados genéticamente Pdx1(-/-) que presentan agenesia pancreatica,

mantienen algunas células productoras de insulina y glucagén. (Swift GH y cols.,
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1998; Sander M y cols., 1997; Edlund H, 1998). Entre ellos se encuentran el
Pax-4 y el Pax-6, que contribuyen al desarrollo del pancreas (Matsushita T y
cols., 1998). Si estos factores de transcripcion estan ausentes, la célula endocrina
no se desarrolla. Pax-4 contribuye a la diferenciacién entre células beta y delta, a
partir de su expresion en las células progenitoras pancreaticas. En fases
posteriores sera expresado exclusivamente por la célula beta. Pax-6 interviene en
la diferenciacion de células alfa. Otros factores de transcripcion son bHI, Isl 1,
Nkx2.2y NeuoD/B2. La mayoria de ellos intervienen también en la
diferenciacion neuronal. Esto implica que la diferenciacion celular del pancreas y
del sistema nervioso se regulan mediante mecanismos similares (Edlund H,

2001.).

1.2.2. Filogenia de los islotes pancreaticos.

Los animales invertebrados poseen poblaciones dispersas de células
neuroendocrinas que regulan el metabolismo de los hidratos de carbono. En los
vertebrados, por el contrario, estas células forman 6rganos diferenciados. En los
vertebrados menos evolucionados las células productoras de insulina vy
somatostatina se separan de la mucosa intestinal para formar un dérgano. Son los
islotes primitivos que no se acompaiian de tejido exocrino. Las células
productoras de glucagon y polipéptido pancreatico siguen formando parte, de
forma dispersa, de la mucosa intestinal. Conforme avanza el desarrollo

filogénico, estas células se van incorporando al islote. En los mamiferos, todas
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las células endocrinas forman parte del islote, encontrandose diferencias de
distribucién dentro del mismo. Asi por ejemplo, las células PP son mas
abundantes en la zona mas cercana al intestino. En los animales mas
desarrollados esta especial distribucion se acompaiia de una relacién funcional
entre los islotes y la mucosa gastrointestinal (Falkmer S y cols., 1984). La
existencia de otros productos de secrecion como el péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CGRP) queda restringido al péncreas de algunos

mamiferos (Ding WG y cols., 1998).

1.3.Componentes de los islotes pancreaticos

1.3.1. Células endocrinas

El pancreas endocrino estd formado por un nimero aproximado de 1-
2.10% islotes de Langerhans y un grupo escaso de células ductales. En el recién
nacido las células del islote constituyen un 20 % del tejido pancreatico. Con el
desarrollo, la masa pancredtica exocrina crece en mayor grado que la endocrina,
de tal modo que en el adulto los islotes constituyen un 1-2 % de todo el pancreas.

La suma de todos los islotes del adulto humano pesa 1-1,5 gramos. Cada
islote estd formado por una estructura compleja que incluye las células
endocrinas rodeadas de ganglios neuronales, fibras nerviosas y capilares
fenestrados, lo que le permite ejercer la funciéon endocrina. Las células

diferenciadas endocrinas se unen mediante gap-junctions que, a través de canales
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transmembrana, permiten el paso de sustancias de bajo peso molecular (Meda P
y cols., 1983). En el adulto humano cada islote mide 50-250 um y estad formado
en su mayor parte por 4 tipos celulares principales que se pueden diferenciar
utilizando técnicas de histoquimia, ultraestructurales y de inmunofluorescencia.
Menos de un 1% corresponderia a tipos celulares menores. Estos 4 tipos

celulares principales son:

- Células beta (B): son las células productoras de insulina. Representan el

60-80 % de todas la células endocrinas y su distribucién es uniforme en todos los
islotes, rodeando un capilar venoso. Miden 10-15 pm de didmetro, poseen una
estructura poligonal y en su interior existen abundantes granulos de secrecion
que se liberan en el capilar venoso. Estos granulos, cristaloides y pleomorficos,
pueden ser de dos tipos, los maduros presentan un halo periférico y un nucleo
electrodenso; los inmaduros no poseen este halo y su nucleo no es tan

electrodenso (Orci L y cols., 1985).

- Células alfa (o): representan del 8-15% del total. Su distribucion en el

pancreas no es homogénea. Son de menor tamafio que las células beta. Producen
sobre todo glucagon pero también otros péptidos como glucagdn-like péptido 1
(GLP-1) (Bell GI y cols., 1983). Los granulos de secreciéon poseen un halo

periférico claro y un nicleo muy electrodenso.

- Células delta (3): son de menor tamafio que los dos tipos anteriores.

Producen somatostatina. Representan el 4-10 % de las células del islote. Se
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distribuyen de forma homogénea alcanzando un porcentaje similar en todos los
islotes. Sus granulos poseen una baja densidad.

- Células PP: representan un porcentaje variable que oscila entre 4-15 %.
Productoras de polipéptido pancredtico. Poseen una distribucion muy
heterogénea, localizandose en su mayor parte en la cabeza del pancreas. Sus
granulos de secrecion son los de menor tamafio, densos y alargados. Las
caracteristicas de los tipos celulares que forman el islote pancreatico se presentan

enlatabla 1.

Tipo Porcentaje Contenido hormonal Granulos de secrecion

Alfa (o) 8-15 Glucagon, glicentina, GLP-1, Nucleo electrodenso, halo
TRH, endorfina, CCK periférico claro

Beta (B) 60-80 Insulina, amilina. (TRH en Cristaloides, pleomérficos.

islotes perinatales)

Delta (8) 4-10 Somatostatina. Homogéneos, baja densidad,
Metencefalina, CGRP estructura de membrana
PP 4-15 Polipéptido pancreatico. Alargados, densos.

Metencefalina

DI (81) <l VIP Tamafio pequefio
Enterocromafines | <1 Serotonina Mayor tamafio
Gl <1 Gastrina, otros.

Tabla 1. Caracteristicas de los tipos celulares de los islotes pancreaticos.

(Modificada de P. Felig, 1995 y Robbins, 1989). GLP-1: glucagon-like péptido
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1, TRH: hormona liberadora de TSH, CCK: colecistokinina, CGRP: péptido

relacionado con el gen de la calcitonina, VIP: polipéptido vasoactivo intestinal.

1.3.2. Microvascularizacion del islote

Los islotes estan irrigados por una microcirculacion especifica a partir de
una o mas arteriolas aferentes que entran en el islote atravesando la capa de
células no beta y se ramifican en el interior, en una intricada rama de arteriolas
alrededor de las células beta. Las células beta son las primeras en recibir la
sangre, seguidas de las alfa y delta. De este modo la célula beta se convierte en el
primer sensor de la glucosa (Orci L y cols., 1982). La sangre atraviesa los
capilares y confluye en una red venosa que desembocara en la vena porta o bien,
atravesando la zona exocrina, en la vena esplénica o mesentérica superior. La
vascularizacion del area endocrina del pancreas es de 5 a 10 veces superior, por
unidad de volumen, a la porcion exocrina. Los islotes, que representan un 1-2 %
del volumen pancreatico total, reciben un 10-20 % del flujo pancreatico. La
microcirculacion de los islotes es heterogénea y se relaciona con el tamafio de los
mismos. El volumen vascular y el nimero de capilares es menor en los islotes de
tamafio mas pequefio (Bonner-Weir S y cols., 1982).

En el pancreas de los roedores, al igual que en los humanos, el flujo
sanguineo sigue preferentemente una direccidén insular-acinar via porta, que
conduce la secrecion hormonal del islote. Otras rutas vasculares como la venosa
insular, la ductal o la lobular no se relacionan con la anterior (Murakami T y

cols., 1997).
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Si aumentan los niveles de glucosa, el flujo del islote aumenta un 90 %
aunque el flujo pancreatico total s6lo aumenta un 10 % (Jansson L y cols., 1983).
En ratas, con la edad disminuye la irrigacion pancreatica total mientras que el
flujo del islote aumenta. En animales jovenes por el contrario el flujo pancreatico

total aumenta de forma proporcional al del islote (Jansson L y cols., (a) 1989).

1.3.3. Inervacion de los islotes

El péancreas esta inervado tanto por el sistema simpatico como por el
parasimpatico e incluye neuronas colinérgicas, peptidérgicas y adrenérgicas. Las
fibras simpaticas del nervio esplénico sinaptan en el exterior del pancreas con el
ganglio celiaco para inervar el pancreas dorsal, y con el ganglio mesentérico
superior para la inervacion del pancreas ventral. Las fibras nerviosas poseen su
terminacion en el espacio pericapilar, cercanas a la superficie celular, pero sin
alcanzar las células endocrinas. Las fibras colinérgicas se localizan de forma
preferente en areas donde las células o son mas abundantes.

En el islote de Langerhans existen receptores para neurotransmisores
como acetilcolina, asi como para catecolaminas y otros neuropéptidos. El
sistema nervioso vegetativo juega su papel en la secrecion hormonal (Milner
RDG vy cols.,, 1981; Ahrén B y cols.,, 1986). Por ejemplo, la inervacion
ortosimpatica del islote contiene galanina y neuropéptido Y que inhibe la
secrecion de insulina (Dunning BE y cols., 1990; Skoglung G y cols., 1991). Los

nervios parasimpaticos presentan polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) y
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péptido estimulante de gastrina (GRP) que son neurotransmisores activadores de
la secrecidn de insulina (Ahren B y cols., 1991). Existen otros neurotransmisores
pancreaticos como dopamina, serotonina (Koevary SB y cols., 1983), encefalina,
colecistokinina (CCK) (Rehfeld JH y cols., 1980) y sustancia P. La funcion de la
sustancia P no esta totalmente establecida pero parece tener un papel en el

equilibrio entre ingesta y gasto energético (Hakanson R y cols., 1983).

1.3.4. Interaccion funcional de las células del islote

Cada hormona del islote posee la capacidad de modificar su propia
secrecion y las restantes. De este modo la somatostatina inhibe la secrecién de
insulina, glucagén y PP. La insulina suprime la secrecion de glucagon, mientras
que éste estimula a insulina y somatostatina. Una accidn autocrina permite a cada
una estimular o inhibir su propia secrecion. Esto demuestra que existe un
mecanismo de interaccion funcional dentro del islote. Se han propuesto tres

diferentes:

- La principal via de intercomunicacion de las células del islote es la
microcirculacion intraislote. Este es el mecanismo mas importante en la
regulacion de la insulina sobre la secrecion de glucagon.

- Por medio de una via paracrina las hormonas liberadas en el islote

tienen capacidad para influir en las células endocrinas vecinas.
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- Existen uniones celulares tipo hendidura entre células homologas y
heterdlogas del islote que permiten la interaccion celular modulando su funcién.
Otro tipo de conexion son los canales intercelulares o gap-junctions, presentes
también tanto en células homologas como heterdlogas. Su funcion no esta

aclarada todavia.
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2. FISIOLOGIA DE LOS ISLOTES PANCREATICOS

2.1. Biosintesis de insulina

La insulina es una hormona polipeptidica segregada por las células beta
cuya principal funcion es modular la homeostasis de la glucosa. El nombre de
insulina procede de “insula”, haciendo referencia a los islotes. Su descubrimiento
en 1921 por los canadienses Fred Banting, Charles Best y John Collip, a partir de
extractos pancreaticos, senté las bases para el tratamiento de la diabetes. El gen
de la insulina humana esta localizado en la regién pl5 del brazo corto del
cromosoma 11 y esta constituido por una region reguladora, 3 exones (regiones
codificables) y 2 intrones (regiones no codificables) (Owerbach D y cols., 1981).

El esquema del gen y sus regiones se representa en la figura 2.
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INTRON | INTRON Ii
EXON | EXONIl | EXON Il
Region : j .
Reguladora
ARNm 5' 3
No Traducido

AN

Pre | Cadena B Péptido C Cadena A

Figura 2. Gen de la pre-proinsulina, ArNm y preproinsulina. (Modificado de

S.E. Shoelson y cols, 1993).

La pre-proinsulina es un prepéptido con un extremo hidrofébico N-
terminal de 24 aminoacidos. Se sintetiza a partir de la traducciéon de ARN
mensajero en las células beta (Chan SJ y cols., 1976). En esta prehormona se
puede encontrar la insulina y el péptido C, unido a la cadena A de la insulina por

una lisina y una arginina y a la B por dos argininas (Figura 3).

22



Introduccion

Figura 3. Estructura esquematica de la preproinsulina humana. El corte de los
primeros 24 aminoacidos (péptido sefial) origina la proinsulina. (Modificado de

MO. Dayhoff, 1973).

Como resultado de una serie de complejas interacciones se produce la
traslocacidn de la pre-proinsulina al interior del reticulo endopldsmico rugoso en
forma de microvesiculas (Sanders SL y cols.. 1992). Después la molécula se
modifica, plegandose la cadena y formando puentes disulfuro que originan la
proinsulina. Este proceso estd catalizado por la enzima protein-thiol reductasa
del reticulo endoplasmico rugoso (Munro S y cols., 1987). La proinsulina tiene
86 residuos aminoacidos, tanto en los roedores como en el hﬁmano (Steiner DF,
1984). Comparte con la insulina las mismas propiedades de solubilidad, punto

isoeléctrico, autoasociacion e interaccion con anticuerpos anti-insulina
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(Rubenstein AH y cols., 1969). Desde el reticulo endopldsmico rugoso, la
proinsulina se transfiere a la region cis del aparato de Golgi y de ésta a la region
trans en forma de vesiculas de secrecion (Pagano A y cols., 1999). Durante su
transporte la molécula de proinsulina se divide por la accion de las
proconvertasas 2 y 3 (PC2 y PC-3, también llamada PC-1) y de la
carboxipeptidasa E, originando la insulina y un péptido de 26-31 residuos

denominado péptido C (Figura 4).
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PROINSULINA

(s8)2

[ ] voxe
C

- Ty T

PC3 (Tipo D) l PC2 (tipo 1)
S
(s$): SS
KTRR
A
+
B ]
G
CPE

(ss):
~ ~ s$
B A

INSULINA NATIVA
+

g

C-PEPTIDO

Figura 4. La division de proinsulina a insulina por la accién combinada de las
pro-honhona convertasas PC2 y PC1/PC y carboxipeptidasa H. (Modificado de

DF. Steiner, 1998).
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La insulina y el péptido C permanecen dentro de los granulos de
secrecion, en cantidades equimolares, junto a pequenas cantidades de proinsulina
residual y otros productos menores de secrecion de la célula beta (Rhodes CJ,
2000; Nishi M y cols., 1990). La insulina sintetizada forma inicialmente dimeros
y después se asocia con zinc para formar hexameros que precipitan ocupando la
porcion central del granulo. El péptido C, mas soluble, queda en la periferia

(Blundell T y cols., 1972). La excrecion de la insulina se resume en la figura 5.

Figura 5. Esquema del proceso secretor de la célula beta. 1. Biosintesis de
pre(pro)insulina en el reticulo endoplasmico rugoso. 2. Transferencia de la
proinsulina al aparato de Golgi, via microvesiculas o cisternas del reticulo
endoplasmico. 3. Conversion de proinsulina en insulina y almacenamiento en
granulos. 4. Final del proceso de conversion y cristalizacion de la forma

hexamérica insulina-zinc. 5. Degradacion ocasional de los productos de
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secrecion por crinofagia. 6. Liberacion por exocitosis de los granulos de insulina
mediante microtubulos y microfilamentos del citoesqueleto. 7. Renovacion de la
membrana por mecanismo endocitético. N: nucleo; m: mitocondria; g: unién
gap; t: union hermética; bl: lamina basal; c: endotelio fenestrado; n: nervio.

(Modificado de B. Reusens y cols., 2001).

2.2. Regulacién de la produccién insulinica

2.2.1 Nutrientes

La principal sustancia que regula la produccion de insulina es la glucosa
(Chen M y cols., 1976). La respuesta secretora de insulina es mayor tras la
administracion oral de glucosa que intravenosa (Tillil H y cols., 1988). El efecto
de la glucosa sobre la célula beta es dosis-dependiente. Otros hidratos de carbono
también pueden estimular Ia sintesis de insulina: D-manosa, dihidroxiacetona, D-
glucosamina, N-acetilglucosamina, fructosa, galactosa. El xilitol y el sorbitol
también modifican la secrecion de la célula beta. El anomero-o de la glucosa es
un estimulo mayor que el [ para la secrecién de insulina. Lo mismo ocurre con el
anomero o de la manosa (Grodsky GM y cols., 1975; Niki A y cols., 1979).

Los aminoacidos han demostrado capacidad para estimular la sintesis de
" insulina en ausencia de glucosa. Los aminoécidos esenciales lisina, arginina y
leucina son los secretagogos insulinicos mas potentes (Fajans SS y cols., 1972).

Sus efectos sobre la secrecion de insulina son potenciados por la glucosa (Leahy
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JL y cols., 1988). Algunos metabolitos de aminoécidos, el fenilpiruvato, o-
cetoisocaproato, o-ceto-f-metilvalerato y o-cetocaproato son estimuladores
insulinicos, mas efectivos en ausencia de glucosa (Matschinsky FM, 1973).

El efecto de los lipidos y sus metabolitos sobre la liberacion de insulina
es menos conocido. Existe una accion estimulante de los cuerpos ceténicos y los
acidos grasos (Muller VA y cols., 1971). Estudios recientes, con roedores
diabéticos sometidos a trasplante de islotes de pancreas, han demostrado que
una dieta rica en acidos grasos no esterificados inhibe la secrecion de insulina en
respuesta a la arginina (Hiramatsu S y cols., 2001). Del mismo modo, la
exposicion prolongada del islote a concentraciones elevadas de acidos grasos
tiene efectos deletéreos sobre la sintesis de insulina, dependientes de los niveles

de glucosa. (Briaud 1 y cols., 2002).

2.2.2 Hormonas

El glucagon estimula la secrecion de la célula beta (Samols E y cols.,
1965) mientras que la somatostatina la inhibe (Alberti KG y cols., 1973). Otras
hormonas que han demostrado un efecto estimulante sobre la insulina son la
hormona de crecimiento (Felig P y cols., 1971), la prolactina (Landgraf R y
cols., 1977), los glucocorticoides (Kalhan SC y cols., 1975), las hormonas
sexuales (Ensinck JW y cols., 1972) y el lactégeno placentario (Beck P y cols.,
1967). Estas hormonas pueden estimular de forma directa la célula beta o bien

inducir un estado de resistencia insulinica. En el hipertiroidismo se ha
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demostrado una situacion de hiperinsulinemia que a veces se acompafia de un
trastorno en la tolerancia hidrocarbonada (Osei K y cols., 1984).
Concentraciones bajas de hormona paratiroidea (PTH) tienen un efecto
estimulante sobre la secrecion de insulina mientras que las altas concentraciones
son inhibidoras (Fadda GC y cols., 1990). El calcio parece ser el segundo
mensajero mas importante en la respuesta de la célula beta a la PTH.

Algunas hormonas gastrointestinales han demostrado su efecto como
mediadores de la respuesta insulinica a la glucosa: péptido insulinotropo
glucosa-dependiente (GIP), colecistokinina (CCK), y péptido glucagon-like-1
(GLP-1). Es lo que se conoce con el nombre de efecto incretina (Fehmann HC y
cols., 1995; Perfetti R y cols., 1999). GLP-1 regula la sintesis de insulina y
proinsulina y actda también como modulador en la replicacion de la célula beta.
Aunque el polipéptido vasoactivo intestinal (VIP), la secretina y la gastrina
también parecen modificar la sintesis de insulina, su mecanismo de accion no ha

sido aclarado todavia.

2.2.3 Factores nerviosos

Los neurotransmisores del sistema nervioso simpatico modifican la
respuesta secretora de la célula beta. La epinefrina ejerce un efecto inhibidor
mediada por los receptores o. La accion de la norepinefrina es menos potente.

Los efectos del sistema nervioso simpdtico son inciertos. Agentes

simpatico-miméticos de accién B-adrenérgica condicionan un estimulo insulinico
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(Roy MW y cols., 1984). Se ha especulado sobre una fase cefalica de secrecion
de insulina relacionada con el olor o la vision de la comida. Seria un reflejo de
control vagal cuya funcién mas importante es evitar el aumento mas precoz de
glucosa post-prandial (Bruce DG y cols., 1987). El estimulo colinérgico aumenta

la respuesta de la célula beta y podria explicar este efecto.

2.2.4 Ejercicio y obesidad

El ejercicio reduce los niveles basales y post-estimulo de insulina y
péptido C. (King DS y cols., 1990) Los sujetos que hacen ejercicio fisico
muestran una mejor tolerancia a la glucosa como resultado de un aumento de
sensibilidad a la insulina.

La obesidad genera una resistencia insulinica que condiciona un aumento

en la secrecion de insulina.

2.3 Secrecion de insulina

La secrecidn de insulina sigue una respuesta sigmoidal (y no lineal) a las

concentraciones de glucosa. El umbral de secrecion corresponde a niveles de

glucosa en ayunas. La elevacion de la curva dosis-respuesta corresponderia a los

niveles de glucosa postprandiales (Gerich JE y cols., 1974). La distribucion
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gaussiana del umbral para el estimulo de la célula beta es el origen de la
naturaleza sigmoidal de la curva dosis-respuesta (Schuit FC y cols., 1988).

La infusion intravenosa de glucosa origina una respuesta bifasica en la
secrecion de insulina. Aparece un pico inicial muy rapido seguida de un segundo
pico en el que el aumento de la secrecion de insulina es mucho mas lento

(Rayman G y cols., 1990) (Figura 6).

Secrecion de Insulina

Glucosa

____J Ca?0 3

L ! 1 1
10 min

Figura 6. Esquema de la secrecién bifasica de insulina, tras la estimulacién con
glucosa., realizado in vitro. Si en el medio extracelular no hay calcio (Ca 0), no se

produce secrecidn de insulina. (Modificado de J. C. Henquin y cols., 1993).
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La causa de esta respuesta de dos fases todavia no estd aclarada. Las
hipotesis que intentan explicar la primera fase de secrecién hablan de un
compartimento dentro de la célula beta de facil liberacién insulinica o de la
existencia de un signo metabolico de vida corta que justificaria el ascenso y
descenso bruscos (Grodsky GM, 1972). La segunda fase estaria en relacion con
los niveles de glucosa. Algunos estudios in vitro han demostrado una tercera fase
de secrecion mucho mas lenta que comienza de 1,5 a 3 horas después de la
infusion de glucosa y se mantiene durante 48 horas (Grodsky GM, 1989). La
respuesta de la insulina depende de la concentracion de glucosa pero también de
la velocidad con que ésta se modifica. De este modo un aumento lento conlleva
que la secrecion de insulina se desarrolle de forma lenta, mientras que un
aumento mas rapido condiciona la respuesta bifasica. Los estadios iniciales de
disfuncién de célula beta se caracterizan por la pérdida de este patron de
secrecion (Brunzell JD y cols., 1976).

La secrecién de insulina tiene lugar de manera pulsatil y ciclica, con
rapidas oscilaciones cada 8-15 minutos y otras mas lentas cada 80-150 minutos
(Lang DA y cols., 1982). En un periodo de 24 horas, el 50 % de la secrecion de
insulina corresponde a niveles basales y el otro 50 % a la liberacion post-
estimulo. El pancreas libera al flujo portal 60 mU de insulina por minuto. El
higado retiene un 40 % de la insulina que le llega de tal forma que la circulacion
general recibe 36 mU de insulina por minuto. Se ha postulado la existencia de un
ritmo circadiano de secrecion con una menor respuesta nocturna relacionada con

la secrecion de hormonas contrainsulares (Alparicio NJ y cols., 1974).
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El transporte de la glucosa al interior de la célula beta tiene lugar
mediante difusion facilitada. Un transportador tipo GLUT?2 actiia como sensor de
la glucosa y permite una entrada rapida al interior de la célula beta. La glucosa es
fosforilada por accion de la glucokinasa y pasa a glucosa 6 fosfato (Newgard CB
y cols., 1995). La importancia de esta acciéon ha supuesto que algunos autores
consideren a la glucokinasa el verdadero sensor de la glucosa, si bien es un
hecho todavia discutido (Lenzen S y cols., 1988). La glucosa 6 fosfato entra en el
ciclo metabdlico e inicia la produccién de ATP. EI ATP se une a los canales de
K" ATP-dependientes y estos se cierran. El K aumenta en el interior celular y
origina una despolarizacién de la membrana celular. Esta despolarizacion abre
los canales de Ca™ que entra en la célula por un efecto de gradiente de
concentracion (Ashcroft FM y cols., 1989). La representacion de los fendmenos

bioquimicos implicados en la secrecion de insulina se esquematiza en la figura 7.
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Figura 7. Esquema de la fisiologia de la secrecion de insulina en la célula beta.

(Modificado de C. B. Newgard, 1994).

La elevacion de Ca’  intracelular activa las proteinakinasas, la
calmodulina y la fosforilacion de proteinas intracelulares. Esto origina la
estimulacion de un sistema complejo de microfilamentos y microtubulos,
formados por proteinas contractiles, para transportar el granulo de secrecion
hacia la periferia de la célula beta (Fleischer N, 1989). Probablemente existen
otros factores glucosensibles, independientes del Ca"™ y todavia desconocidos,
capaces de poner en marcha este sistema (Henquin JC, 2000). Finalmente la

membrana del granulo y la de la célula se fusionan, disolviéndose ambas en el
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punto de contacto y dando lugar a la exocitosis del contenido del granulo, con la

liberacién de insulina y péptido C.
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3. MASA CELULAR BETA

El peso pancreético medio es de 68 g de los que aproximadamente un 2 %
corresponde a tejido endocrino (Bonner-Weir S y cols. (a), 1993). Desde el
nacimiento, el pancreas endocrino crece hasta alcanzar 4-5 veces su tamafio
inicial. El nimero y tamafio de las células beta varia en las diferentes etapas de la
vida, ajustandose a las necesidades del sujeto.

La cantidad de masa beta es fundamental en el trasplante de islotes. Con
el objetivo de obtener la normoglucemia, la masa beta critica trasplantada debe
superar a la esperada (Hering BJ y cols., 1995). Existen factores capaces de
reducir la masa beta o inhibir su replicacion, empeorando el pronostico del
trasplante. Otros factores, por el contrario, son capaces de estimularla,

produciendo el efecto contrario (Tabla 2).
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Inhibidores

Estimuladores

Metabolitos

Citokinas

Familia IGF

Familia EGF

Familia FGF

Familia VEGF/ PDGF
Familia HGF

Familia Glucagén
Familia Somatostatina
Familia CGRP
Familia Gastrina
Familia TGF-o
Neurotrofinas
Neurotransmisores

Proteinas delta-like

Moléculas de adhesion
Drogas

Toxinas

Glucosa, AGL
IL-1, IFN-y, TNF-q, leptina

1GF-1

HGF

Somatostatina

IAPP/ amilina

TGF-B, folistatina

(Nor)epinefrina

Diazoxido

Streptozotocina, aloxano

Glucosa, AGL, aminoacidos
GH, PRL, LP

1GF-1, IGF-1l, insulina
TGF-a, betacelulina, HB-EGF
aFGF

VEGF, PDGF

HGF

GLP-1, GIP, glucagédn

Gastrina CCK

Activina A

NGF, NT-3

Acetilcolina

pref.-1, FA-1 reg/ INGAP/
PSP/ PTP

Integrina a6P 1

Nicotinamida, SU

Tabla 2. Lista de factores que inhiben o estimulan el crecimiento y/o la funcion

de la célula beta. (Modificado de Nielsen JH, 1998). AGL: 4cidos grasos libres;

LP: lactogeno placentario; aFGF: factor acidico de crecimiento fibroblastico;

HB-EGF: proteina ligadora de heparina EGF-like; HGF: factor de crecimiento

hepatico; IAPP: polipéptido amiloide de los islotes; IFN: interferon; IL:
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interleukina; INGAP: péptido asociado a la neogénesis del islote; NGF: factor de
crecimiento nervioso; NT-3: neurotrofina 3; PDGF: factor de crecimiento
derivado de las plaquetas; PSP: proteina calcular pancreatica; PTP: proteina
filiforme pancreatica; SU: sulfonil-ureas, TGF: factor de crecimiento
transformante; TNF: factor de necrosis tumoral; VEGF: factor de crecimiento

vascular endotelial.

3.1. Regulacion de la masa beta

Durante muchos afios se penso que la masa beta después del nacimiento
estaba totalmente diferenciada y permanecia sin cambios. Estudios posteriores
han demostrado que la masa beta esta expuesta a cambios dindmicos y puede
adaptarse segun las condiciones fisiologicas. Existen factores capaces de
aumentar o reducir su volumen, modificando el tamafio o el numero de células
beta. La poblacion de células beta guarda un delicado equilibrio entre la
formacién, (por neogénesis y proliferacion), y muerte (por envejecimiento,
apoptosis y necrosis) (Nielsen JH y cols., 2001). El incremento de masa beta se
produce mediante un mecanismo controlado que no conlleva riesgo de
hipoglucemia. En el feto existe un aumento progresivo de células beta por medio
de dos mecanismos. El mas importante es la diferenciacion a partir de c€lulas
precursoras en el ducto pancreatico (Kaung HL y cols., 1994). La situacion de

anabolismo fetal, con un aumento en la sintesis de insulina, condiciona un
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segundo mecanismo de replicacion de la célula beta. La muerte celular por
mecanismo de apoptosis, es escasa en el periodo fetal. (Pipeleers D y cols 2001).

En ratas jovenes, de 10-15 dias, existe un llamativo incremento de los
procesos de apoptosis sobre el pancreas endocrino. Como la masa beta no
cambia, deben existir procesos de formacién celular, ya sea via replicacion o
neogénesis (Scaglia L y cols., 1997). Un mecanismo de apoptosis similar ocurre
en el ser humano, con un aumento del rurn-over de las células beta en la tercera
semana de vida (Tornehave D y cols., 1997). Este proceso se ha atribuido al
descenso de los niveles del factor de crecimiento insulina-like-2 (IGF-2) después
del nacimiento, justo cuando comienza a aumentar el IGF-1 (Petrik J y cols.,
1998).

En el adulto la capacidad de diferenciacién a partir de células del ducto
pancreatico es menos importante. Se ha demostrado la existencia de células
precursoras capaces de originar células beta en situaciones especiales (Bonner-
Weir Sy cols. (b), 1993).

Otro mecanismo regulador es la hipertrofia de la célula beta. En
situaciones de demanda metabdlica, como una pancreatectomia incompleta
(Montana E y cols., 1994) o un trasplante de masa beta insuficiente (Nacher V y
cols., 1998). existe una hipertrofia celular compensadora. En la obesidad, las
células beta aumentan en nimero y tamaio (Finegood DT y cols., 2001) Existe
también el fendémeno contrario: atrofia celular, consecuencia por ejemplo de una
masa beta trasplantada excesiva para mantener la normoglucemia (Montana E y

cols., 1994).
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3.2. Ciclo vital de la célula beta

La duracion del ciclo es el tiempo necesario para que una sola célula
origine dos células hijas. En la célula beta de la rata son 14,9 horas. Se

diferencian cuatro fases:

- Fase G o previa a la sintesis de DNA: 2,5 horas.
- Fase S o de sintesis de DNA: 6,4 horas.
- Fase G; o premitética: 5,5 horas.

- Fase de mitosis: 0,5 horas.

G
Go > irrevepsible

/

Muerte celular |

Figura 8. Ciclo de la célula beta en islotes de rata. Las c€lulas con caracter
proliferativo entran en el ciclo en G continuando hacia el resto de fases. La
duracién total del ciclo es de 14,9 horas y su duracion total y de cada una de
las fases no esta en relacion con el estimulo inicial que condiciona el paso de

Gy a G;. (Modificado de E. Montanya, 1996).
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Hasta hace pocos afios se consideraba que la mayoria de células beta se
encontraban en fase Gy de forma irreversible . Quedaba un pequefio grupo con
capacidad para dividirse y entrar en el ciclo celular (Swenne I, 1992). En la
actualidad esta teoria esta discutida. Se han realizado experimentos sobre células
beta in virro utilizando prolactina como estimulante de la replicacion,
demostrandose la existencia de una activacion mitdtica por reclutamiento de
células beta que se hallan en fase quiescente. Por tanto la célula beta no se
encontraria en fase Gy de forma irreversible sino que poseeria una limitada

capacidad para la division celular (Rane SG y cols., 2000).

3.3. Estimuladores de la replicacion

La replicacion del DNA de la célula beta se origina por estimulos

diferentes. Los mas potente son los nutrientes, en especial la glucosa. Otros

factores que intervienen en este proceso son hormonas, péptidos, factores de

crecimiento y la propia dotacion genética

3.3.1. Nutrientes

La D-glucosa es el estimulo mitogénico mas potente para la célula beta.

La glucosa no altera la duracion del ciclo sino que activa a las células beta para

que entren en el mismo. La D-manosa tiene un papel similar. Los mecanismos de
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actuacion no son bien conocidos (Hellerstrom C y cols., 1985). Varios
aminoacidos, sobre todo ramificados, estimulan la proliferacion celular beta por
fosforilacion de PHAS-1 (proteina fosforilada termoestable y &cidoestable
regulada por la insulina). La PHAS-1 tiene un efecto proliferativo mediado por
factores de crecimiento, actuando como regulador de la mitogénesis. Este
mecanismo es mas importante sobre las células fetales (Xu G y cols., 1998). Los
acidos grasos libres pueden ejercer un efecto tanto estimulante como inhibidor de

la replicacion (Cousin SP y cols., 2001)

3.3.2. Hormonas

Algunas hormonas, como la GH, su mediador IGF-I, IGF-II, la prolactina
y el lactégeno placentario, estimulan la replicaciéon de la célula beta. La
expresion de receptores pancreaticos para GH y prolactina estd aumentado en la
vida fetal (Nielsen JH y cols., 1999). En el efecto mitogénico de GH y PRL
intervienen ademas la expresion de diferentes genes y de sefiales intracelulares
como la integrina a6PB1 (Nielsen JH y cols., 2001). La insulina y las proteinas
ligadoras de IGF (IGFBPs) tienen también un efecto proliferativo sobre la célula
beta. Las IGFBPs actian como transportadoras de 1GFs y tienen actividad

biologica propia (Romanus JA y cols., 1987; Hogg J y cols., 1993).
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3.3.3. Factores de crecimiento

Otros activadores de la replicacidon celular beta son los factores de
crecimiento epidérmicos y hepaticos, TGF-a y algunos péptidos del tracto
gastrointestinal como GLP-1 (Nielsen JH y cols., 1999; Drucker DJ y cols.,
2001). El factor de crecimiento nervioso o el de los fibroblastos tienen también
su papel sobre la célula beta in vitro que es objeto de investigacion (Hiriart M y
cols., 2001). El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) podria
estimular un escaso grupo de células capaces de entrar en el ciclo proliferativo.
PDGF no actua sobre la sintesis de insulina (Welsh M y cols., 1990). El cultivo
previo de los islotes con factor de crecimiento vascular endotelial mejora la
viabilidad de los islotes encapsulados y también aumenta el tiempo de
normoglucemia (Sigrist S y cols., 2003). El factor de crecimiento hepatico y el
IGF-II han mostrado efectos similares en un modelo alogénico, afadiéndose la

reduccion de la masa beta a trasplantar (Lopez-Talavera JC y cols., 2003;

Robitaille R y cols.,2003).

3.3.4. Otros factores

Existen factores genéticos demostrados en ratones (De Gasparo M y cols.,

1984). Una nueva familia de genes llamados Supresores de sehal de citokinas

(SOCS) interfiere en la replicacion beta. Su papel, inducido por la GH y

probablemente por otras moléculas, estd todavia por aclarar (Gisselbrecht S,
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1999). El embarazo o la obesidad son situaciones en las que se incrementa la
masa beta como resultado de una hiperproduccion de insulina (Sorenson RL y

cols., 1997; Vinik A y cols., 1997).

3.4. Factores inhibidores

El estimulo adrenérgico-c, la pancreastina, la interleuquina-f y TGF-f3
han demostrado capacidad de inhibir la replicacion de la célula beta (Sjoholm A,

1991).
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4. ANTECEDENTES DEL TRASPLANTE DE ISLOTES DE

PANCREAS

Desde que en 1972 se consiguié un adecuado control glucémico en
animales diabéticos mediante el trasplante de islotes (Ballinger WF y cols.,
1972), esta técnica ha sido objeto de continuas investigaciones. Los resultados,
sin embargo, no habian sido los esperados. Los objetivos previstos, conseguir la
normoglucemia para evitar la aparicion de complicaciones y mejorar la calidad
de vida (Lacy PE, 1995), no se consiguieron. La independencia de la insulina no
se logrd hasta 1990 (Sharp DW y cols., 1990) y hasta el afio 2000 los resultados
en este sentido fueron muy pobres. El riesgo que conllevaba la inmunosupresion
y la reaparicion precoz de la hiperglucemia frustré muchas expectativas. Esta
situacion se ha modificado a partir del afio 2000 con la introduccion del llamado

protocolo de Edmonton.

4.1 Recuerdo historico

Los primeros transplantes de islotes en roedores fueron publicados por
Lacy y cols. en 1972 (Ballinger WF y cols., 1972). Unos aiios antes, en 1967, el
mismo grupo habia descrito la técnica de aislamiento con colagenasa y la
obtencion de islotes en animales de experimentacién. En el pancreas humano se
ha empleado el aislamiento con colagenasa durante dos décadas, con escasas

variaciones. El sistema de agitacion es mds agresivo teniendo en cuenta el mayor

45




Hiperglucemia y su correccion en el trasplante alogénico de islotes de pancreas

contenido fibroso del pancreas humano. En 1988, Ricordi describié un nuevo
método semiautomatico de aislamiento: la camara de Ricordi. El desarrollo de
esta nueva técnica supuso el inicio de los trasplantes con €xito en humanos
durante los afios 90 (Ricordi C y cols., 1988). De forma resumida, la camara de
Ricordi permite realizar la digestion enzimatica del pancreas, mediante un
proceso mecanico, dentro de un sistema cerrado perfundido con una solucion de
colagenasa. Los islotes atraviesan un filtro o malla que permite su liberacion del
tejido exocrino y son posteriormente separados y purificados mediante un
proceso de centrifugacion automatizada. Con el nuevo método se lograban
obtener entre 3 000 y 5 000 islotes por gramo de pancreas donante, con una
pureza superior al 70 %. Ello suponia en cifras absolutas mas de 250 000 islotes
por pancreas. Posteriormente una nueva enzima, la liberasa, ha sustituido a la
colagenasa en la técnica de aislamiento. Esta enzima no contiene endotoxinas
contaminantes, consigue un mayor rendimiento y reproducibilidad del
aislamiento, menor toxicidad para los islotes y, por tanto, una mayor
supervivencia de los mismos (Linetsky E y cols., 1997).

Uno de los problemas que ha limitado desde siempre el desarrollo de la
técnica del trasplante es la obtencion de un nimero suficiente de islotes para
lograr la normoglucemia en el receptor. En los animales de experimentacton,
especialmente roedores, se dispone de un ilimitado nimero de donantes, lo que
evita este problema. Asi se ha podido demostrar que la obtencion de la
normoglucemia se relaciona directamente con la masa beta trasplantada. El
término “masa critica” se refiere al minimo niimero de islotes necesarios para

lograr la normoglucemia (Warnock GL y cols., 1990).
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En el trasplante de todo el pancreas, es suficiente la mitad de los islotes
funcionantes (unos 300 000) para conseguir la normoglucemia. Aunque
ocasionalmente se ha realizado el trasplante de pancreas como 6rgano unico, el
elevado riesgo asociado limita su uso al co-trasplante con otros Organos,
especialmente rifion. El riesgo quirurgico y el coste econémico son importantes
pero la supervivencia del injerto alcanza el 86 % en el primer afio postrasplante.
(Farney AC y cols., 2000)

Estos resultados no se conseguian con el trasplante de islotes. En
aquellos casos en los que el trasplante habia sido exitoso, el numero de islotes
trasplantados superaba el millon. El aumento en las necesidades de masa beta se
ha relacionado con el propio proceso de aislamiento, el rechazo, el fracaso
primario o la reaparicion del proceso autoinmune en el injerto (Jaeger C y cols.,
1997; Tyden G y cols., 1996).

El autotrasplante de islotes se ha realizado en pacientes con pancreatitis
crénica dolorosa. neoplasias de pancreas y en patologia traumética. En la
mayoria de casos se mantiene la funcionalidad total o parcial del injerto
(Teuscher AV y cols., 1998; Clayton HA y cols., 2003). Se ha logrado la
independencia de la insulina en un 71% con trasplantes de mas de 300 000
islotes (Brendel MD y cols., 2001). Son varios los factores que influyen en estos
resultados. La ausencia de diabetes previa, la ausencia de rechazo, el nulo efecto
de autoinmunidad, el posible efecto de la exéresis de las células o, la ausencia de
la toxicidad beta secundaria a la hiperglucemia y probablemente otros
mecanismos que ain hoy no conocemos, consi'guen que el autotrasplante de

islotes sea una técnica efectiva (Pyzdrowski KL y cols., 1992).
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Para realizar un trasplante alogénico de islotes con posibilidades de éxito
se requiere un numero de islotes elevado, que hace necesario mas de un
aislamiento y mas de un pancreas donante. Por ello se agrava el problema del
déficit de donantes. El trasplante puede realizarse en dias diferentes,
trasplantando en cada sesion el nimero de islotes obtenido de un pancreas
donante. Otro modo es efectuar el trasplante de la totalidad de islotes el mismo
dia. Esto obliga a conservar los islotes en cultivo lo que puede contribuir a
pérdidas y alteraciones funcionales en los mismos. Se afiade ademas el riesgo de
la contaminacion del medio. Para evitar estos problemas Rajotte y cols, en 1988,
desarrollaron la criopreservacion de islotes (Rajotte RV y cols., 1988). Esta
técnica permite mantener los islotes con escasas pérdidas, manteniendo su
funcién una vez descongelados y trasplantados. Se han creado bancos de islotes
utilizando este método, lo que permite disponer de ellos durante tiempo
indefinido. En la década de los 90 se utilizé la combinacién del trasplante de

islotes frescos e islotes criopreservados.

4.2 Situacion actual del trasplante de islotes

En diciembre del afio 2000 el numero de alotrasplantes de islotes de
pancreas en humanos ascendia a 493. De ellos, 241 se han realizado en
Norteamérica, 246 en Europa y 6 en el resto del mundo. En la década de los 90
se produjo un importante auge de los trasplantes de islotes, consecuencia de las

mejoras en las técnicas de aislamiento y purificacion de islotes y tras la
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consecuciéon de la independencia a la insulina en un paciente diabético
trasplantado en 1990. Las medidas de control de calidad de los islotes previas al
trasplante y los avances en la terapia inmunosupresora contribuyeron a esta
mejoria de resultados. Se ha realizado un analisis detallado de los trasplantes
realizados entre 1990 y 1999. 237 pacientes, con diabetes tipo 1 y péptido C
negativo previo al trasplante, fueron seguidos durante 1 afio. El 41 % mantuvo
un C-péptido basal mayor o igual de 0,5 ng/mL y el 11 % de los receptores
presentaba independencia de la insulina al afio del trasplante. El periodo de

independencia de la insulina era mayor si se cumplian los requisitos siguientes:

- El tiempo de preservacion de los islotes hasta la fase de aislamiento debe
ser menor o igual a § horas.

- Deben trasplantarse un minimo de 6 000 equivalentes de islote por kg de
peso del receptor.

- En la inmunosupresion deben utilizarse globulinas antilinfocitica v
antitimocitica.

- El trasplante se realiza mediante inyeccion/infusion via portal, con acceso
percutaneo y bajo monitorizacion por angiografia, depositandose los
islotes en el higado. No se han descrito otras localizaciones que mejoren

los resultados.

De los 67 pacientes trasplantados que cumplieron estas premisas, el 87 %

tenia un c-péptido basal mayor o igual de 0,5 ng/mL, el 73 % niveles de HbAlc
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menores o iguales a 7 y el 22 % habia conseguido la insulin-independencia.
Todo ello al afio de seguimiento.
Los resultados de los trasplantes realizados entre 1990 y 1999, en cuanto

a independencia de la insulina, se muestran en la figura 9.

Independencia insulinica posterior al trasplante de islotes en humanos.
Una comparacion en diferentes categorias de receptores
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Figura 9. Comparacion de resultados con el trasplante de islotes en
diferentes categorias de receptores, valorando independencia insulinica con un
seguimiento de 1 afo. Auto-DMPP: auto trasplante en diabetes secundaria a
pancreatectomia. Alo-DM 1: alotrasplante en diabetes mellitus tipo 1.

(Modificado de: MD Brendel, 2001).

En el afio 2000 aparecen publicados por Shapiro y cols. los resultados del
Centro de Trasplante de Islotes de Edmonton (Canadéd) (Shapiro AMJ y cols.,

2000). Al afio de seguimiento del trasplante en 7 pacientes con Diabetes Mellitus
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tipo 1, todos ellos mantenian la independencia de la insulina y un normal
metabolismo de la glucosa. Los receptores elegidos no habian recibido
trasplantes de islotes, pancreas u otros organos previamente. Todos fueron
seleccionados segun las indicaciones establecidas para el trasplante de islotes:
mal control metabdlico, con escasa o nula respuesta a la insulina exogena, o
hipoglucemias severas repetidas. Las bases para la consecucion de estos

excelentes resultados fueron las siguientes:

- Utilizacién del método automatizado de Ricordi para obtener islotes de
alta pureza, libres de endotoxinas.

- El trasplante se realizo con islotes frescos, no conservados en medio de
cultivo, con un tiempo de isquemia fria corto.

- La masa beta trasplantada super6 los 9 000 equivalentes de islote por kg
de peso del receptor. La mayoria de pacientes recibidé al menos 2
trasplantes.

- La terapia inmunosupresora incluyd daclizumab (anticuerpo monoclonal
contra el receptor de la interleukina 2), sirolimus y bajas dosis de
tacrolimus. Se excluyeron los glucocorticoides. Tacrolimus y Sirolimus
actian de forma sinérgica in vivo y reducen de modo significativo el

proceso de rechazo agudo.

La técnica del trasplante se esquematiza en la figura 10.

51



Hiperglucemia y su correccion en el trasplante alogénico de islotes de pancreas
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Figura 10. Esquema del trasplante de islotes pancredticos a través de la vena

porta. (Modificado de P. Serup, 2001).

Los islotes se obtuvieron de 2 a 4 donantes y fueron trasplantados de
forma secuencial, segun se disponia de ellos. Los pacientes fueron dados de alta
a las 24 horas del trasplante. A los 20 meses de seguimiento, nueve de los doce
pacientes trasplantados estaban libres de insulina. La diabetes post-trasplante que

aparecié en tres pacientes, se caracterizO por mantener niveles estables de
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glucosa, produccion enddgena de insulina y ausencia de hipoglucemias. Un
tercio de los pacientes mostraron una normal tolerancia hidrocarbonada definida
por un test de tolerancia oral a la glucosa. Mediante el método HOMA se
descarto resistencia a la insulina atribuible al tratamiento inmunosupresor. Todos
los pacientes reconocieron que el trasplante habia sido beneficioso y ninguno
quiso abandonar la inmunosupresién. En una publicacion mds reciente con
seguimiento exhaustivo de 17 pacientes, 6 superaban los 2 afos desde el
trasplante, 4 de estos 6 permanecian libres de insulina aunque 2 desarrollaron
una intolerancia hidrocarbonada. Las hipoglucemias desaparecieron en la
mayoria de los pacientes (Ryan EA y cols., 2002).

Después del trasplante se produce un aumento de las transaminasas en
mas del 50% de los sujetos trasplantados. Sin embargo, los niveles enzimaticos
se normalizan a las 4 semanas y no conllevan disfuncién hepatica ni del injerto
(Rafael E y cols., 2003). El problema mas relevante se presenté en dos pacientes
que presentaban cifras de creatinina elevadas pre-trasplante. La funcién renal
después del trasplante empeord. Un aspecto a discutir seria la exclusion de estos
pacientes de la indicacion de trasplante. (Ryan EA y cols., 2001).

Resuitados recientes han demostrado la mejoria de la funcién renal en
sujetos diabéticos que han recibido con éxito trasplante renal y de islotes
conjuntamente (Fiorina P y cols., 2003). El efecto del trasplante de islotes sobre
las complicaciones cronicas de la diabetes deberd ser estudiado en futuras

investigaciones.
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4.3 Tendencias futuras en el trasplante de islotes

En la actualidad, el tratamiento de la Diabetes mellitus mediante el
trasplante de islotes es una alternativa real. No obstante, muchas incégnitas
permanecen sin resolver y seran objeto de estudio en los proximos afios.

(Cuanto tiempo puede mantenerse la funcion de la célula beta
trasplantada? Estudios recientes indican que la funcion del aloinjerto esta
preservada durante al menos nueve afios (Ferreira J y cols., 2000). Avances en
los tratamientos anti-rechazo eliminaran las pérdidas de islotes tanto en fase
aguda como en la crénica.

Son necesarios estudios a largo plazo que demuestren que los fenémenos
de autoinmunidad no reaparecen sobre la masa beta trasplantada a pesar de la
inmunosupresion (Braghi S y cols., 2000). Incluso el nuevo protocolo
inmunosupresor produce un dafio en la estructura del islote. Este efecto negativo
se puede reducir disminuyendo la dosis de tacrolimus (Drachenberg CB y cols.,
1999).

Las técnicas de aislamiento todavia deben mejorar, ajustando la actividad
enzimatica al tiempo de digestiéon y eliminando la contaminacion tisular en el
trasplante.

El empleo de nuevos tratamientos en el receptor, como farmacos
sensibilizadores de insulina (ej. tungstato) o con actividad anti-inflamatoria (anti-
TNF alfa, antioxidantes, anticuerpos contra el receptor del complemento...)
pueden reducir la pérdida de islotes en el postrasplante inmediato (Bennet W y

cols., 2000).
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La asociacion de terapias adyuvantes de acondicionamiento de la médula
Osea y las dosis bajas de inmunosupresores podria reducir los problemas
infecciosos o neoplasicos en el receptor.

El trasplante de islotes en la Diabetes tipo 2 es otro apartado objeto de
debate. Aunque permanece la incertidumbre, estudios iniciales con trasplante de
islotes en el higado han aportado algunos beneficios. Probablemente no resolvera
el problema metabdlico pero puede mejorar el control y retrasar las
complicaciones en estos pacientes (Ricordi C y cols., 1997).

No obstante, persiste el principal problema que limita la técnica del
trasplante: la accesibilidad de los 6rganos donantes es limitada y actualmente
menos del 0.5 % de los pacientes con diabetes tipo 1 podrian beneficiarse de
recibir un trasplante de islotes. Las soluciones alternativas pasan por el trasplante
de células madre, el empleo de péptidos que estimulan la neogénesis del islote, la
ingenieria tisular para conseguir secrecion de insulina a partir de células no beta
y el desarrollo del xenotrasplante libre de problemas infecciosos ligados a la

transmision viral (Shapiro AMJ y cols., 2000).

4.3.1 Inmunomodulacion

Se ha demostrado la existencia de diferentes terapias inmunomoduladoras

que permiten la viabilidad del trasplante sin necesidad de tratamiento

inmunosupresor. Para ello se han utilizado modelos experimentales, sobre todo
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roedores. La aplicabilidad en humanos es discutible y lo que parece claro es que
estas técnicas no evitan la inmunosupresion.

La mayor supervivencia del alotrasplante de islotes se ha demostrado, en
experimentacion animal, manteniendo los islotes en cultivos in-vitro en
condiciones controladas de temperatura o atmosfera antes del trasplante (Jaeger
C y cols., 1994). El empleo de radiacion ultravioleta, gamma o rayos X, el
tratamiento de los islotes con anticuerpos monoclonales especificos o el bloqueo
del complejo de histocompatibilidad de tipo 1 también ha dado resultados
positivos.

La Mitomicina C es un agente alquilante ampliamente utilizado para
inhibir la proliferacion celular en cultivos de leucocitos. El estudio histolégico de
trasplantes utilizando Mitomicina C ha demostrado una menor infiltracion
inflamatoria (Gotoh M y cols., 2000).

La utilizaciéon de células anérgicas obtenidas in vitro, que bloquean la
respuesta estimuladora de los CD28/B7, evita el rechazo del injerto in vivo (Luo
Z y cols., 2000) Siguiendo esta linea, el uso de anticuerpos monoclonales anti-
CD3 o anti-CD154 para evitar la activacion de las células T, pretende demostrar
la mayor tolerancia del injerto a la reaccion inmune.

La induccion de un quimerismo asociado, mediante infusiones de médula
Osea de donantes especificos, permitiria obtener receptores capaces de aceptar
organos o células diferentes de un mismo donante.

El frasplante de islotes en localizaciones que presentan menor respuesta
inmune como el testiculo o el cerebro, o en el timo para inducir una tolerancia

inmune, han conseguido la supervivencia del injerto sin necesidad de
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inmunosupresion (Barker CF y cols., 1985; Lakey JRT y cols., 1996; Dufour JM
y cols., 2003).

Estudios en varios modelos de diabetes mediada por inmunidad en
animales han mostrado la destruccion de la célula beta por apoptosis.
Macréfagos y linfocitos T CD4 y CDS8 originan insulitis y diabetes. Estos
linfocitos expresan el ligando de Fas, una proteina de la superfamilia de TNF
(factor de necrosis tumoral) capaz de producir apoptosis en la célula beta. El
cotrasplante de mioblastos genéticamente manipulados para expresar el ligando
de fas, evita la reaccion de rechazo (Lau HT y cols.,, 1996). La sintesis de
radicales de 6xido nitrico y citokinas como IL-1f, TNF-a e interferon-y (INF-y)
produce destruccion de los islotes in vitro por fendmenos de inflamacion cronica.
(Suarez-Pinzon W y cols., 1999). La expresion de receptores solubles que se
unen a TNF y anticuerpos frente a la IL-1 y anti-IFN-y evitan esta respuesta y
ejercen un efecto protector contra la diabetes (Hunger RE y cols., 1997,
Mandrup-Poulsen T, 2001). La sobre-expresion de XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein o proteina inhibidora de la apoptosis ligada a X) en las células
del islote trasplantadas en un roedor diabético, las hace mads resistentes al
proceso de rechazo (Plesner A y cols., 2002). La terapia génica. utilizando
adenovirus como mediadores, modifica la accion inmunoreguladora de algunas
citokinas, y previene la recurrencia del proceso autoinmune de la diabetes
(Zhang YC y cols., 2003). Estos estudios sugieren que los islotes modificados

genéticamente pueden aumentar la supervivencia del injerto.
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4.3.2 Inmunoaislamiento

Los efectos secundarios y el riesgo del tratamiento inmunosupresor ha
condicionado el desarrollo del inmunoaislamiento de islotes. Se trata de
dispositivos con membranas de diferentes materiales capaces de aislar el injerto
del sistema inmune del receptor (Hill RS y cols., 1997). Aunque existen
diferentes sistemas de aislamiento, todos ellos se caracterizan por la existencia de
membranas capaces de garantizar una liberacion adecuada de insulina y permitir
el acceso de nutrientes y oxigeno a los islotes.

Los sistemas de inmunoaislamiento estan formados por una membrana
que actia de barrera contra el sistema inmune, manteniendo el intercambio de
sustancias propio del islote, y un nucleo o hidrogel, generalmente formado por
alginato o agar, que fija los islotes al tiempo que evita su agregacion. Se han
utilizado tres dispositivos de aislamiento de los islotes: los implantes vasculares,
las camaras de difusién o macroencapsulacion y la microencapsulacién. Los
sistemas tipo implante vascular se caracterizan por la anastomosis entre una
membrana que recubre la camara de los islotes y un vaso arterial. Estudios
experimentales demostraron el mantenimiento de la normoglucemia durante casi
un afio en perros tratados mediante este sistema. Los islotes fueron
posteriormente recuperados sin signos de infiltracion linfocitaria. Sin embargo,
se demostrd una considerable pérdida de masa beta (Lanza RP y cols., 1995). La
dificuitad de la intervencion quirurgica, produciéndose incluso la muerte, y la
frecuencia de infecciones fueron las mayores complicaciones de este sistema.

Las camaras de difusiéon son dispositivos en forma de disco o tubo en cuyo
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interior se coloca un numero elevado de islotes (Lanza RP y cols., 1992). La
microencapsulacion de islotes es el método de inmunoaisiamiento mas utilizado.
Consiste en colocar uno o unos pocos islotes dentro de camaras esféricas de
pequefio tamaifio, formadas por una cubierta membranosa de material permeable.
La membrana suele estar compuesta por poli-l-lisina y alginato. Las particulas de
alginato se licGan para formar un gel en el interior de la capsula, que rodeard al
islote (Fritschy WM y cols., 1991). El fracaso de la encapsulacion de islotes se
ha asociado a una reaccion extrafia del receptor, no bien conocida, que ocasiona
una fibrosis alrededor de la capsula con isquemia y posterior necrosis de los
islotes. (Fritschy WM y cols., 1994) La fibrosis puede afectar a la totalidad de las
capsulas o s6lo a una parte de ellas, bien a las pocas semanas o después de varios
meses de la implantacion (De Vos P y cols., 1993). Otra causa de fallo del injerto
encapsulado es la impureza del alginato utilizado o la inadecuada formacién y
tamafio de la cdpsula, que induce una falta de biocompatibilidad (De Vos P y
cols., 1996).

Con el aislamiento de islotes no solo se evita el tratamiento
inmunosupresor en receptores diabéticos, sino que ofrece la posibilidad de
trasplantar islotes animales. Esto podria acabar con la limitacion en cuanto al
namero de islotes por falta de donantes humanos. El trasplante de islotes de
cerdo encapsulados ha conseguido la normoglucemia en monos y ratones
diabéticos sin tratamiento inmunosupresor (Sun Y y cols., 1996; Wang W y
cols., 2003).

El xenotrasplante de islotes de rata microencapsulados y trasplantados

conjuntamente con células de Sertoli purificadas, ha demostrado mantener de
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forma mas prolongada la normoglucemia en ratones diabéticos (Calafiore R y
cols., 2001).

Aunque los estudios en humanos son escasos, se ha confirmado la
viabilidad de islotes encapsulados en tejido subcutaneo de pacientes diabéticos,
asi como la independencia de la insulina de un sujeto que recibié un trasplante de
islotes microencapsulados en peritoneo (Soon-Shiong P y cols., 1992). Sin
embargo, los avances en el campo de la inmunosupresion han limitado el

desarrollo de la encapsulacion de islotes para su trasplante.

4.3.3 Xenotrasplante

La falta de pancreas donantes para la obtencién de masa beta ha
contribuido a la bisqueda de alternativas en el trasplante de islotes. Una de las
lineas mas estudiadas es el xenotrasplante, utilizando islotes de cerdo. La fuente
celular permite la obtencion de un numero ilimitado de islotes productores de
insulina. El principal problema radica en el efecto inmunogeno del injerto
xenogénico, mucho mayor que en el trasplante de islotes humanos (Groth CG y
cols., 1996) . El rechazo hiperagudo estd mediado por anticuerpos contra un alfa-
galactosil-xenoepitopo, pre-existente en los cerdos. El rechazo mas tardio esta
mediado por otro xenoantigeno todavia no definido (Karlsson-Parra A y cols.,
1996). El desarrollo de cerdos transgénicos que expresen genes humanos y los
avances en las técnicas de clonacion porcina prometen un futuro cercano de

cerdos “humanizados”. Cada animal careceria de un Xxenoantigeno de
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importancia inmunoldgica pero no esencial para la supervivencia. La tecnologia
permitird incluso la produccion de cerdos para receptores individualizados por su
HLA.

El mayor problema del xenotrasplante a partir de cerdos transgénicos es
el riesgo potencial de infecciones propias del animal, como retrovirus
endogenos, que pueden afectar al receptor humano. Los retrovirus producen
infeccion de forma casi permanente. Existen estudios in vitro que demuestran la
capacidad infectiva de los retrovirus porcinos sobre células humanas. (Patience C
y cols., 1997). La transmision de la infeccion se ha confirmado también en
estudios in vivo sobre un modelo experimental. En ratones genéticamente
modificados, diabéticos e inmunodeprimidos, que recibian un xenotrasplante de
islotes de origen porcino, se hallaba infeccion de varios tejidos por retrovirus
porcinos (Van der Laan LJ y cols., 2000). Hasta que la ausencia de riesgo de
transmision se confirme, en USA se han detenido los xenotrasplantes de islotes.
Por el contrario, se han publicado datos de 10 pacientes suecos que recibieron
injertos xenogénicos sin objetivarse signos de infeccién tras analizar sus
linfocitos (Heneine W y cols., 1998). En cualquier caso, deben establecerse
normativas estrictas para evitar el posible riesgo de transmision de patégenos en

este tipo de trasplante.
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4.3.4 Expansion y diferenciacion de células ductales pancreaticas

Las células epiteliales del ducto pancreatico, mantenidas en medio de
cultivo durante largos periodos, tienen capacidad de crecimiento 'y
diferenciacion, obteniéndose islotes funcionantes que contienen células o, By &
(Ramiya VK y cols., 2000). Los islotes obtenidos, una vez trasplantados en
ratones diabéticos, logran reducir los niveles de glucemia hasta casi la
normalidad. Los animales mantuvieron las cifras glucémicas durante los tres
meses que durd el estudio. Las células humanas del ducto pancreatico poseen
también la capacidad de crecer y diferenciarse. La capacidad de estas células de
reducir los niveles glucémicos debe de comprobarse en sucesivos estudios
(Bonner-Weir S y cols., 2000). Se han iniciado varias lineas de investigacion en
este sentido. Otra posibilidad también abierta es el empleo de células ductales

fetales para la obtencion de islotes productores de insulina.

4.3.5 Células madre o “Stem-cells”

Las células madre son unidades potenciales que se han empleado durante
afios en diferentes campos de la biologia. El organismo de un mamifero esta
formado por mas de 200 tipo celulares que derivan del inicial 6vulo fecundado.
Divisiones progresivas de este 6vulo fecundado originan el estadio de blastula.
La blastula contiene un grupo de células totipotentes de las que derivan las

células madre embrionarias. Cada célula madre puede crecer in vitro y
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diferenciarse en varias lineas celulares. Utilizando células madre embrionarias
transfectadas con un promotor de insulina, se han diferenciado de forma selectiva
células productoras de insulina (Soria B y cols., 2000).

En la actualidad existe gran expectacion con los estudios que se estan
desarrollando utilizando células madre adultas procedentes de la médula Osea,
con capacidad para diferenciarse en la produccion de insulina. De este modo se
solucionan algunos problemas de tipo ético relacionados con la utilizacion de
embriones y que habian suscitado controversias en los ultimos afios.

Quedan todavia aspectos por dilucidar, como el potencial efecto
neoplasico de una proliferacion celular de este tipo. En cualquier caso, es
evidente que se trata de lineas de investigacion con enormes posibilidades

terapéuticas.

4.3.6 GLP-1y células madre adultas productoras de insulina.

Diferentes investigaciones habian demostrado que la hormona intestinal
GLP-1 (péptido 1 natural glucagén-like) puede provocar la proliferacton de
células beta v la secrecién de insulina. Habener y cols han identificado un tipo de
células madre en los islotes, las progenitoras derivadas de islotes nestin positivas
(NIP), y han demostrado que podian diferenciarse en células secretoras de
insulina. El mismo grupo investigador‘ ha publicado que las NIP expresan un
receptor proteico que se une al GLP-1 y éste, al activarse, induce a que las NIP

se diferencien en células secretoras de insulina (Habener y cols., 1998). Por
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tanto, la GLP-1 generada localmente puede estimular el desarrollo de células
beta productoras de insulina al hacer que las células madre del islote se

diferencien.

4.3.7 Células madre de pancreas fetal y precursores de célula beta

El conocimiento del desarrollo del pancreas endocrino ha sido
fundamental para intentar producir células del islote in vitro. La identificacion de
los precursores del pancreas endocrino y la regulacion de su diferenciacion (via
Delta Notch) permite modular esa diferenciacion de precursores a partir de

pancreas fetales o células ductales.

4.3.8 Terapia génica

La alta diferenciacion de las células beta hace dificil su proliferacion en
medios de cultivo. Los islotes fetales poseen gran capacidad proliferativa pero su
diferenciacion esta limitada. El desarrollo de lineas celulares pancreaticas en
roedores ha progresado espectacularmente en los ultimos afios, utilizando
oncogenes para reactivar el ciclo celular y la replicacion del DNA en células
beta. Entre las lineas celulares empleadas se encuentran las de insulinomas
espontaneos, insulinomas inducidos por carcinégenos, insulinomas inducidos por

virus oncogénicos, insulinomas inducidos por la combinacion de carcindgenos y
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virus oncogénicos e insulinomas inducidos en ratones transgénicos que expresan
oncogenes dominantes, particularmente SV40-antigeno T (Demeterco C y cols.,
2001). Sin embargo, una induccion forzada de la proliferacion conduce a
diferentes grados de desdiferenciacion. Las lineas celulares beta transformadas
mediante la oncoproteina SV40 T-antigen (7ag), producen y secretan bajas
cantidades de insulina, pero producen insulina como respuesta a glucemias bajas
y con el tiempo van desdiferenciandose (Soldevila G y cols., 1991).

Se ha conseguido crear una linea celular beta a partir de células de
ratones transgénicos que expresan un oncogen regulador de la tetraciclina (Efrat
S y cols., 1995). Estas células beta transformadas (llamadas BTC-tet) dependen
de la expresion de Tag para su capacidad proliferativa. Poseen capacidad para
producir y secretar insulina en respuesta a concentraciones fisiologicas de
insulina. En un modelo de ratén singénico, diabético mediante estreptozotocina
(STZ) y tratado con tetraciclina, se demostr6 la normalizacion glucémica. Este
tratamiento evita una expansion celular anormal mientras parece mantenerse la
funcionalidad del injerto durante meses (Fleischer N y cols., 1998). Con el
empleo de un sistema de regulacion “fet-on™ se ha conseguido la normoglucemia
en ratones sin necesidad de mantener el tratamiento con tetraciclina después del
transplante (Milo-Landesman D y cols.. 2001). Sin embargo, en contraste con lo
que ocurre en roedores, la induccion de proliferacion beta en islotes humanos
conduce a una pérdida de la expresion de insulina. Ademas, la replicacion de las
células humanas estd limitada por el tamafio de los telomeros, mucho mas cortos

en comparacion con los de los ratones.
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En humanos, la respuesta inflamatoria de las citokinas y la respuesta de
los factores de crecimiento, como los hepaticos, muestran diferencias muy
relevantes. Es muy dificil adaptar células normofuncionantes a partir de
insulinomas humanos, por ello el desarrollo de lineas celulares se produce
mediante oncogenes inductores de la replicacion beta (Wang S y cols., 1997). La
primera linea celular beta humana para el tratamiento de la diabetes fue la
llamada betalox5, obtenida de células beta adultas purificadas y capaz de secretar
insulina en respuesta a glucosa tanto in vitro como in vivo (De la Tour D y cols.,
2001).

Otra posibilidad es la transferencia genética utilizando virus como vector.
Asi, se han empleado vectores adenovirus para transferir genes a diferentes
células endocrinas, entre ellas las células beta. Los vectores pueden producir una
potente respuesta inflamatoria con la produccion de anticuerpos y esto ocasiona
una reduccion en la expresion transgénica (Anderson WF, 1998). También se
han utilizado RNA virus como vectores de la transduccion de islotes
pancredticos, como el virus de la leucemia murina Moloney que ha demostrado
su utilidad in vitro. Algunos lentivirus, como el virus de la inmunodeficiencia
humana, poseen la ventaja de no ser practicamente inmunoégenos si los
comparamos con los adenovirus, pero la infeccién de los islotes no ha
demostrado mejoria de la glucemia a partir de secrecion insulinica
(Giannoukakis N y cols., 1999). La transferencia génica usando sistemas no
virales se considera mas segura pero menos eficiente que estos. Se han aplicado

la co-precipitacion calcio-fosfato y la lipofeccion entre otros.
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La modificacion genética de células no-beta para reproducir la secrecion
de insulina es muy compleja. Se requiere la expresion de la proteina GLUT2 y
una actividad glucoquinasa. Se han empleado células adenohipofisarias
productoras de ACTH (obteniéndose las llamadas células atT-20), células del
epitelio gastrointestinal, miocitos y hepatocitos, pero aunque los resultados son
prometedores, quedan lejos de plantearse como una alternativa actual (Moore HP
y cols., 1985; Bartlett RJ y cols., 1997 ; Goldfine ID y cols., 1997; Kolodka TM
y cols., 1995).

La principal ventaja de todos estos métodos es la capacidad de producir
células secretoras de insulina a un bajo coste, sin la limitacién del nimero de

donantes.
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5 EFECTO DE LA HIPERGLUCEMIA SOBRE LA CELULA BETA

TRASPLANTADA.

Numerosos estudios han puesto de manifiesto el efecto toxico de la
hiperglucemia sobre el islote pancreatico. Este efecto ha sido estudiado sobre los
islotes trasplantados (Merino JF y cols., 2000). Los mecanismos que lo originan
parecen ser multiples. La hiperglucemia inhibe la replicacion de la célula beta y
reduce la masa beta total (Montana E y cols., 1993). Afecta también a la
irrigacion del injerto trasplantado, reduciendo el flujo sanguineo y retrasando la
vascularizacion (Menger MD y cols., 1992). La presion de oxigeno en el islote
pancreatico de un roedor sano es de aproximadamente 40 mm Hg. En el islote
trasplantado dicha presion se reduce a 6-7 mm de Hg y no se modifica en los
meses siguientes al trasplante. En ratas diabéticas con hiperglucemia se ha
demostrado un descenso en la presion de oxigeno del islote trasplantado
(Carlsson PO y cols., 2000). Se ha descrito un efecto de la hiperglucemia sobre
el sistema nervioso vegetativo, que afecta la respuesta normal de la célula beta a
la glucosa (Gardemann A y cols., 1994).

En conclusion, se conoce que la hiperglucemia produce un deterioro de la
funcién de la célula beta (Jansson y cols., 1995). Este hecho tiene una especial
trascendencia en el caso del trasplante de islotes pancreaticos, que alcanza una

importancia prondstica para la supervivencia del injerto.
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5.1. Crecimiento de los islotes trasplantados

La hiperplasia e hipertrofia de la masa beta bajo determinadas
circunstancias ha sido ampliamente demostrada. Los ratones ob/ob son obesos y
presentan hiperglucemia e hiperinsulinemia. En estos animales la masa beta
alcanza un volumen hasta 10 veces mayor del de otros roedores de su misma
familia (Andersson A y cols., 1994). Si un raton ob/ob recibe un trasplante de
islotes de un animal singénico delgado, la situaciéon de hiperglucemia conlleva
un incremento de 5 veces el didmetro de los islotes trasplantados, por hipertrofia
e hiperplasia de la célula beta trasplantada (Andersson A y cols., 1981).

En roedores diabéticos, un trasplante de islotes incapaz de conseguir la
normoglucemia por masa beta insuficiente supone que la hiperglucemia inicial
estimule la replicacion celular del injerto. Este aumento de la replicacion puede
mantenerse durante varios dias como respuesta a una situacion de aumento de
demanda metabolica. No obstante, la hiperglucemia mantenida acaba afectando
la funcionalidad del islote y limita de forma progresiva la replicacion de la célula
beta. La consecuencia final es una disminucion global de la masa beta

trasplantada (Montana E y cols., 1993).

5.2. Revascularizacion de los islotes trasplantados

Los islotes trasplantados han perdido la relacion normal con los accesos

vasculares. En los dias posteriores al trasplante se produce un fenémeno de
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revascularizacién que influye de manera primordial en la funcionalidad del
injerto. La microcirculacion de los islotes trasplantados juega un importante
papel en la restauracion de la homeostasis de la glucosa (Dionne KE y cols.,
1993). La regulacion de la secrecion insulinica pasa por una irrigacion adecuada
de los islotes que garantice su normal oxigenacion. En 1977, Griffith y cols.
demostraron la revascularizacion de los islotes trasplantados via porta. El estudio
de la revascularizacion del injerto trasplantado se desarroll6 afios mas tarde
mediante un modelo de inyeccidon de microesferas que permitia analizar el flujo
sanguineo (Jansson L y cols., 1981). Este modelo, utilizado con posterioridad,
evidencié que la revascularizacion del trasplante de islotes via porta se originaba
a partir de nuevos vasos derivados de la arteria hepatica. El dia 4 postrasplante
ya existian evidencias de revascularizacion. Estudios recientes han confirmado
que los primeros signos de angiogénesis aparecen a los 2-3 dias del trasplante y
el proceso de vascularizacion es completo después de 10-14 dias (Menger MD y
cols., 2001).

La relacion del proceso de revascularizacion con los niveles de glucemia
todavia esta discutida. Utilizando el modelo de microesferas en animales que
habian recibido un trasplante insuficiente para conseguir la normoglucemia se
demostré6 una menor captacion. Esto indicaba un menor grado de
revascularizacion y demostraba el efecto perjudicial de la hiperglucemia sobre la
normal vascularizacion del islote trasplantado (Andersson A y cols., 1989). En el
trasplante realizado bajo capsula renal en roedores las conclusiones fueron
similares. Manteniendo la normoglucemia los islotes trasplantados alcanzaron un

flujo sanguineo comparable al de los islotes de un pancreas sano. Los animales
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trasplantados con una masa beta insuficiente permanecieron hiperglucémicos y el
flujo sanguineo del injerto se demostré reducido a las cuatro semanas del
trasplante. Si estos animales recibian tratamiento con insulina y normalizaban las
cifras de glucemia, también el flujo sanguineo del islote trasplantado se
normalizaba. Con esto parecia demostrado el papel de los niveles glucémicos en
la revascularizacion y en la regulacion del flujo sanguineo de los islotes
trasplantados (Jansson L y cols., (b) 1989 ; Sandler S y cols., 1987). Si la
hiperglucemia acontece meses después del trasplante, cuando la
revascularizacion es completa, el flujo sanguineo no se modifica (Jansson L y
cols., 1992). Esto orienta a que la elevacion glucémica podria influir en la
regulacion del flujo sanguineo en los vasos sanguineos inmaduros. Sin embargo,
algunos estudios posteriores realizados con trasplantes de islotes en musculo
estriado y bajo capsula renal no lograron demostrar el efecto de la hiperglucemia
sobre la revascularizacion (Menger MD y cols., 1992 ; Menger MD y cols.,
2001).

La técnica de aislamiento puede influir en la revascularizacion del injerto.
La contaminacién de los islotes con tejido exocrino interfiere en la
vascularizacion del trasplante sobre musculo estriado, demostrandose una menor
densidad de capilares funcionantes (Heuser M y cols.. 2000).

Recientes trabajos con algunos nuevos inmunosupresores, como el RS-
61443, o con suplementos diarios de antioxidantes, como la vitamina E, parecen
ejercer un papel protector sobre la microcirculacion del injerto (Menger MD y

cols., 2001).
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5.3. Reinervacion de los islotes trasplantados

Ya se ha comentado la relacion de los islotes pancreaticos con las fibras
nerviosas. La inervacion normal del islote permite modular la influencia de otros
secretagogos sobre la liberacion de insulina. Al igual que ocurre con la
vascularizacion, el trasplante de islotes supone la pérdida de la conexion entre el
islote y las fibras nerviosas. El proceso de reinervacion del injerto de islotes
singénicos bajo capsula renal ha sido estudiado por Korsgren y cols. Se ha
demostrado la existencia de fibras nerviosas a las seis semanas del trasplante y la
diferenciacién de fibras simpaticas y parasimpaticas a las 14 semanas. La
glucemia también parece modificar el proceso de reinervacion, retrasandose el
mismo si se mantiene una situacién de hiperglucemia (Korsgren O y cols., 1992).

La hiperglucemia altera la regulacion del sistema vegetativo, estimulando
el tono parasimpatico e inhibiendo el simpatico. Como consecuencia de ello se
producen modificaciones en la secrecion normal de insulina (N"Guyen JM y

cols., 1994).

5.4. Funcionalidad de los islotes trasplantados

La funcidn secretora de insulina en el trasplante singénico de islotes bajo

capsula renal ha sido estudiada por Korsgren y cols. Para ello utilizé un efluente

de una perfusion en el conjunto de injerto y rifion (Korsgren O y cols., 1989). La

extraccion del rifion que contenia el injerto se siguié de la perfusion del mismo
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utilizando una solucion con diferentes concentraciones de glucosa y arginina.
Cuando el trasplante era efectivo se demostrd una respuesta de insulina normal al
estimulo con glucosa bifasica a las cuatro semanas del trasplante. La
hiperglucemia mantenida alteraba la secrecién insulinica. En estudios a largo
plazo también se demostrd que la hiperglucemia mantenida durante 10 semanas
producia una disminucién de la funcionalidad del injerto para producir insulina
(Korsgren O y cols., 1990). La recuperacién de la normoglucemia se seguia del
restablecimiento de la secrecion de insulina por los islotes trasplantados. Se
conoce, sin embargo, que pueden existir factores genéticos implicados en la
respuesta de la célula beta al estimulo con glucosa. El efecto deletéreo de la
hiperglucemia sobre islotes humanos fue demostrado por Jansson y cols en 1995

(Jansson L y cols., 1995).
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis y objetivos

La hiperglucemia tiene un efecto perjudicial sobre la célula beta y los
islotes pancreaticos que se hace extensiva al trasplante alogénico de islotes. Este

efecto puede condicionar un peor pronostico e incluso un fracaso del trasplante.

La correccion de la glucemia, mantenida con tratamiento insulinico los
dias que preceden y siguen al trasplante alogénico de islotes pancreaticos podria
mejorar el pronéstico del mismo y disminuir el nimero de islotes necesarios para

conseguir la normoglucemia.

Los objetivos concretos se resumen en dos:

1. Determinar si la normoglucemia conseguida mediante tratamiento
insulinico y mantenida desde los dias previos al trasplante hasta el
dia 10 post-trasplante, mejora la evoluciéon del trasplante

alogénico de islotes de pancreas.

S

Determinar si el tratamiento con insulina permite reducir la masa
beta necesaria para conseguir la normoglucemia en el trasplante

alogénico de islotes pancreéticos.
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Material y métodos

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION, INDUCCION DE LA
DIABETES EXPERIMENTAL Y DETERMINACION DE LA

GLUCOSA

Para el desarrollo del estudio se utilizaron ratones macho Swiss cepa
MNRI como donantes y receptores del trasplante de islotes. Se trata de un
modelo alogénico de animales y, por tanto, con diferente dotacion genética entre
ellos. Al inicio del estudio la edad de los ratones fue de 4 semanas. Los animales
permanecieron, durante el tiempo que duré el estudio, en habitaciones
climatizadas con control de los ciclos de luz y temperatura y con libre acceso a
agua y comida (A 04 Rata raton Panlab. Panlab S.L. Barcelona. Esparia)

En los animales receptores, la diabetes se indujo mediante inyeccion
intraperitoneal de estreptozotocina (Streptozocin, Sigma Chemical, Germany).
Para ello se prepard una solucién de 22,5 mg de estreptozotocina y 1 ml de
tampdn citrato con pH de 4,5. Se utilizé una dosis de 180 mg/kg de peso. La
mezcla se preparé inmediatamente antes de su administracion y se inyecto via
intraperitoneal utilizando una jeringuilla de insulina. La confirmaciéon de la
presencia de diabetes se realizd con la deteccion de hiperglucemia y pérdida de
peso. Unicamente se consideraron diabéticos los animales que presentaron una
glucemia superior a 360 mg/dL, confirmada al menos en dos determinaciones de
dias diferentes. Los ratones diabéticos eran subsidiarios de recibir tratamiento

con insulina, trasplante, o ambos.
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La glucemia se determiné a dias alternos entre las 9: 00 y las 11: 00 horas
sin ayuno previo. Para ello se practicé un pequefio corte en la cola del raton.
La glucemia se midio utilizando un glucémetro portatil (Glucometer

Elite, Bayer, Japan). A continuacién se peso el animal con ayuda de una balanza

digital de precision.
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2. GRUPOS EXPERIMENTALES

Para estimar el tamafio de la muestra se utilizara la ecuacién de Arkin para
comparar dos proporciones independientes, teniendo en cuenta que se cumplen

las condiciones de aplicacion de la prueba de x2 para una tabla de dos por dos:

[Zoa V2p(1-p) + Zp1 Npi(1-p1) + p2(1-p2) T

(P1-p2)’

Donde se considera un ol = 0,05 one tail, y por tanto, Zg; = 1,65. Asi como
una potencia del 80%: B1 = 0,20 y, por tanto, Zs; = 0,842. Estimando una
diferencia del 35 % entre el grupo no tratado con insulina (curacion del 0-5%, y
por tanto pl = 5%) y el grupo tratado con insulina (curacién del 35-40 %, y por
tanto p2 = 40%), y sabiendo que p = (pl + p2)/2 , tenemos que el tamafio de la
muestra es de aproximadamente 21 para cada grupo (grupo tratados con insulina
y grupo no tratados con insulina).

Para el desarrollo del estudio se analizaron 6 grupos de animales diabéticos
tras la inyeccion de estreptozotocina. Cuando se confirmé la diabetes, a los 3-10
dias de la administracion de estreptozotocina, los animales fueron trasplantados o
tratados con insulina segun el grupo al que pertenecieran. Una vez confirmada la
diabetes, los ratones se distribuyeron de forma aleatoria en cada uno de los
grupos en funcion del numero de islotes trasplantados y de si recibieron o no
tratamiento con insulina. Cada grupo de animales trasplantados estuvo formado

por 8 ratones. La distribucion de los grupos fue la siguiente:

80




Material y métodos

a. Grupo 1: animales diabéticos mediante estreptozotocina
intraperitoneal, no tratados con insulina y trasplantados con 300
islotes bajo capsula renal izquierda.

b. Grupo 2: animales diabéticos mediante estreptozotocina
intraperitoneal, trasplantados con 300 islotes bajo cdpsula renal
izquierda y tratados con insulina desde el dia 4-6 antes del
trasplante hasta el dia 10 después del mismo.

c. Grupo 3: animales diabéticos mediante estreptozotocina
intraperitoneal, no tratados con insulina y trasplantados con 400
islotes bajo capsula renal izquierda.

d. Grupo 4: animales diabéticos mediante estreptozotocina
intraperitoneal, trasplantados con 400 islotes bajo capsula renal
izquierda y tratados con insulina desde el dia 4-6 antes del
trasplante hasta el dia 10 postrasplante.

e. Grupo 5: animales diabéticos mediante estreptozotocina
intraperitoneal y trasplantados con 500 islotes bajo capsula renal
izquierda.

f. Grupo 6: animales diabéticos mediante estreptozotocina
intraperitoneal, trasplantados con 500 islotes bajo céapsula renal
izquierda y tratados con insulina desde el dia 4-6 antes del

trasplante hasta el dia 10 después del mismo.

El esquema de los grupos se representa en la figura 11.
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GRUPOS EXPERIMENTALES

Grupos con insulina
(2, 4, 6)

STZ -6 Tx 10 30

Grupos sin insulina
(1,3,5)

STZ Tx 30

t (dias)

74

% Tratamiento con insulina

7

Figura 11. Disefio experimental. Los nimeros indican el dia del estudio en
relacion con el dia del trasplante. STZ: dia de inyeccion de la estreptozotocina.

Tx: dia del trasplante. T: tiempo (dias)
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A estos grupos se afiadieron 2 grupos controles, también formado por 8

animales cada uno:
- Grupo control de animales sanos no diabéticos, no trasplantados y
no tratados con insulina.

- Grupo control de animales diabéticos y tratados con insulina, pero

no trasplantados.

La edad, las condiciones de habitabilidad, el aporte de agua y comida, las

determinaciones glucémicas y del peso no difirieron en estos animales con

respecto a los trasplantados.
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3. TRATAMIENTO CON INSULINA

En los ratones que recibieron tratamiento con insulina se utilizaron implantes
subcutaneos de liberacion sostenida (LinBit, Linshin Canada, Inc), que contienen
una mezcla de insulina y &cido palmitico cristalizado. Este tratamiento
proporciona un aporte de insulina mas continuo que permite un control
metabdlico mas estable que la inyeccion de insulina (Wang PY, 1991).

Para la colocacién de los implantes de insulina, los ratones fueron
anestesiados ligeramente con éter. Se practicé un pequefio corte en la region
cérvico-dorsal del animal, accediendo a nivel subcutaneo a la grasa de esta zona,
lugar donde fueron colocados los implantes. Como paso previo, los implantes
fueron mantenidos durante 2 minutos en una solucién de povidona yodada al 2%
(Betadine, Asta Médica, Lab. Sarget Burdeos, Francia) para evitar la posible
contaminacion bacteriana. Los animales recibieron tratamiento con un numero
minimo de 2 implantes, incrementandose el nimero de los mismos segiin control
glucémico y peso, de esta forma se aseguro el periodo de normoglucemia. Una
vez finalizado el tratamiento, el animal fue nuevamente anestesiado del modo ya
comentado, para retirar los implantes. En todos los animales los implantes fueron
localizados sin dificultad y retirados en una sola pieza.

Para asegurar la estabilidad de la normoglucemia a lo largo de todo el dia,
en aquellos animales que recibieron tratamiento con insulina se determiné la
glucemia dos veces al dia a dias alternos (entre las 9: 00 y las 11: 00 y entre las

15: 00 y las 17: 00 horas).
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4. AISLAMIENTO DE ISLOTES

Para el aislamiento de islotes pancreaticos se prepar6 una solucién de
colagenasa (Colagenase, Boehringer Mannheim, USA) de 2 mg/ml en medio de
cultivo M-199 (Medium 199, Life Technologies, Scotland) sin suero bovino
fetal. El raton donante fue anestesiado con Tiopental (Tiobarbital Braun, Braun
Medical, Espafia), 100 mg/kg de peso mediante inyeccidn intraperitoneal.
Posteriormente se realiz6 una laparotomia media, se localizd el conducto biliar
comun y se pinzo6 el mismo a nivel de la ampolla de Vater. Después se procedid
a la canalizacion del colédoco con una aguja de 30 G (Microlance 3, Becton
Dickinson, Espafia) y a la inyeccion de 2 ml de la solucion de colagenasa. Tras
sacrificar al animal se extrajo el pancreas que fue sometido a una incubacion en
bafio termostatico a 37° C durante 10-12 minutos. Una vez concluida la digestion
se lavé utilizando medio de cultivo M-199 a 4° C. Se realizaron tres lavados
consecutivos centrifugando a 800-1.000 r.p.m. A continuacién el digerido se
paso por un filtro de 800 pm (Sigma, Immunochemicals, St Louis, MO) para
eliminar restos de tejido. Posteriormente se separaron los islotes realizando un
gradiente de densidad con 10 ml de Histopaque (Histopaque 1077, Sigma
Aldrich, USA) v 10 ml de M-199. Dicho gradiente se centrifugd a 2.300 r.p.m.
durante 15 minutos a 4 —8° C para extraer la interfase donde se encuentran los
islotes. Para los tres lavados posteriores se utilizé M-199 con suero bovino fetal
al 10% (Gibco, BRL Life Technologies, South Africa) centrifugando en cada

paso a 1.000 r.p.m.
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La solucién final que contenia los islotes se depositd en una placa de Petri y
con ayuda de un estereomicroscopio se procedidé a su identificaciéon y pesca
manual en dos ocasiones para eliminar cualquier resto de tejido exocrino. Se
escogieron unicamente aquellos islotes cuyo tamafio se encontrara entre 75 y 250
pum. Se desecharon islotes desflecados o aquellos cuyo aspecto pudiera sugerir
sobredigestion. Los islotes puros permanecieron en medio de cultivo RPMI
(RPMI 1640 Medium, Life Technologies, Scotland) con antibiético (Penicilina G
sédica 50.000 Ul y estreptomicina 50.0000 pg/ ml) en una estufa con atmdsfera
controlada a una temperatura de 37 ° C y una pCO2 del 5% durante 24 horas para

su posterior trasplante.
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5. TRASPLANTE DE ISLOTES

El dia del trasplante se pescaron los islotes con una punta de pipeta de 200 pl
utilizando una jeringa de precision Hamilton de 1 m] (Hamilton, Reno, NE). Los
islotes se pasaron a un microtubo de polietileno PESO (Beckton Dickinson,
Sparks, MD) que fue centrifugado a 700 r.p.m. durante 1 minuto. Al finalizar
este paso, los islotes formaban un aglomerado en el microtubo y estaban
preparados para su trasplante.

El ratén receptor fue anestesiado con éter. Se practicéd una lumbotomia para
exponer el rifion izquierdo. Tras realizar una pequefia incision en el polo inferior
de la capsula renal, se introdujeron los islotes bajo la misma con ayuda de la
jeringa de precision Hamilton. Se rocié la zona expuesta con un combinado
antibidtico que incluia Penicilina G sédica (5.000 Ul/ ml) y estreptomicina
(5.000 pg/ ml). Se cauterizé la capsulotomia mediante una pinza eléctrica a baja

temperatura para finalizar suturando la incision lumbar.

87




Material y métodos

Figura 12. Técnica del trasplante: introduccion de islotes. Con el rifion expuesto

y una vez realizada la incision en la cépsula renal, se van introduciendo los
islotes bajo la misma utilizando un tubo de polietileno desde el polo inferior
renal hacia el superior. La flecha indica el “pellet” de islotes en el interior del

tubo.
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Figura 13. Técnica del trasplante: implantacion del injerto. Los islotes han
quedado depositados en el polo superior del rifion, bajo la capsula. Lentamente
se procede a retirar el tubo de polietileno para no dafiar la capsula. La flecha

indica el lugar del injerto.
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6. INMUNOSUPRESION

Como inmunosupresor se utilizd ciclosporina en soluciéon oleosa,
administrada mediante inyeccion subcutanea en tres dosis (30 mg/kg/dia), el dia
del trasplante y el dia 1 y 2 postrasplante. Con este pauta se garantizan niveles de
inmunosupresion en rango terapéutico durante todo el periodo de seguimiento

(Alvarez Gémez S y cols., 1997).

93



Hiperglucemia y su correccion en el trasplante alogénico de islotes de pdncreas

7. EXTRACCION DEL INJERTO Y DEL PANCREAS

Una vez finalizado el periodo de seguimiento del estudio se procedio a la
retirada del injerto. Para ello se sometié al raton a anestesia ligera con éter,
practicindose posteriormente una lumbotomia con exposicion ‘del rifion
izquierdo. Se ligaron la arteria y vena renal y se realizo una nefrectomia
izquierda. De esta manera se identifico el injerto. Tras la extraccion se suturd la
lumbotomia. La pieza quirirgica permanecioé en solucién de formaldehido para
su posterior analisis histologico.

Durante los dias siguientes a la extraccién del injerto se determinaron
glucemia y peso para confirmar la reapariciéon de la diabetes en los animales
normoglucémicos. En estos ratones la extraccion del pancreas se realiz6 4-9 dias
después de la retirada del injerto.

En los animales que no permanecieron normoglucémicos al finalizar el
estudio, la extraccion del injerto y del pancreas se realizé en un mismo tiempo,
dado que no fue necesario confirmar la reaparicion de la diabetes.

Para la extraccion del pancreas se realizd una laparotomia media
exponiendo el érgano. Se sacrificé al animal mediante diseccion de aorta y vena
cava. Posteriormente se extrajo el pancreas, diseccionandolo de los tejidos
vecinos, y se incluyo en solucién de etanol acido, manteniéndose a —20°C hasta

su homogeneizado.
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8. TEST DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A LA GLUCOSA

Los animales que mantuvieron la normoglucemia durante todo el periodo de
seguimiento fueron sometidos a un test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa.
Esta prueba se realizdo el dia 30 post-trasplante. Para ello, los ratones
permanecian en ayunas durante 2 horas. A las 10: 00 horas recibieron una
solucion de glucosa al 10% (Laboratorios ERN, Espafia) inyectada via
| intraperitoneal a una dosis de 1,5 g/kg de peso. La glucemia se determiné en el
momento de la inyeccion y 30, 60, 90, 120 y 180 minutos después. Los
resultados obtenidos se analizaron considerando la glucosa en cada punto y el
area bajo la curva calculada por un método trapezoidal (Le Floch JP y cols.,

1990).
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9. CONTENIDO DE INSULINA

Los péncreas extraidos fueron pesados en una balanza de precision. Para
realizar la determinacién del contenido pancreético de insulina, los pancreas
fueron homogeneizados en 500 pl de etanol dcido y mantenidos durante un
tiempo variable (2-6 dias) a una temperatura de —20°C. Posteriormente el
homogeneizado se centrifugé a 2 400 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C,
almacenando el sobrenadante a ~20°C hasta que se determiné el contenido de
insulina mediante enzimoinmunoanalisis. Para ello se utilizé un estandar de
insulina de rata (Merodia Rat Insulin Elisa, Uppsala, Suecia).

El contenido de insulina pancreético se midi6 en pg/ g de tejido.
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10. ESTUDIO HISTOLOGICO

Todas las muestras biopsicas se procesaron segun el mismo método, una vez
realizadas las distintas secciones paralelas de las muestras, éstas fueron incluidas
en parafina mediante un procesador automético de tejidos (autoprocesador

Technicon), pasando previamente por una serie de bafios consecutivos:

Fijacion: Formol neutralizado al 10% ................ 2 horas
Alcohol de 70° ..o 1 hora

Deshidratacion: Alcohol de 96° ..., 1 hora
Alcohol de 100° ......covcvererereiren. 1 hora

Alcohol de 100° ..o 1 hora

Alcohol de 100° ... 1 hora

Alcohol de 100° ..o, 1 hora

Aclaramiento: Alcohol de 100%Tolueno .................... 1 hora
TOIUeNO ..o 1 hora
TOIENO oo 1 hora

Impregnacion en parafina: Parafina a 60 e, 2 horas
Parafina a 60°........o.cooccovvereennne.. 2 horas

Una vez formado el bloque de parafina se realizaron cortes histologicos de 6
a 8 micras de espesor con microtomos histolégicos convencionales, que se
extendieron sobre un bafio de flotacion de agua caliente a 45°, siendo recogidos

sobre el portaobjetos.
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Las secciones obtenidas fueron desparafinadas manteniéndose en estufa a 60°
durante 30 minutos y sometiéndose a tres bafios de xilol de 10 minutos, y por
ultimo para deshidratarlas se realizaron tres bafios de alcohol de 96° de 10
minutos y uno de alcohol absoluto, para finalmente lavarlas en agua corriente.

Posteriormente se realiz6 la tincion de las secciones histologicas con
hematoxilina-eosina, segun técnica habitual, de acuerdo con el siguiente
procedimiento:

Hematoxilina de Harris ................. 15 minutos

Dos lavados de agua corriente

Alcohol clorhidrico .........ccovveeenenne 3 seg
Agua corriente (2 bafios) ............... 5 min
Eosina-Floxina .......cccoecneincnnennee. 3 min
Alcohol de 96° (lavar) ................... 3 seg
Alcohol de 96° .........cooocvvveevvrnnnene. 2 min
Alcohol de 100° ..., 2 min
Xilol (2 bafios) ...ccoeveereereeciiiennen, 3 seg

Montaje con medio sintético (“Eukit”, “Entellan’)

El estudio histolégfco que realizamos inicialmente se verifico sobre las
secciones histoldgicas originales tefiidas con hematoxilina-eosina. En todos los
casos obtuvimos los bloques de parafina correspondientes, procediendo a realizar
entre 8 y 10 secciones histolégicas seriadas, tefiidas con hematoxilina-eosina.

El analisis microscopico de los cortes se realizé con un microscopio Olimpus

BH2.
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11. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se procesaron con el programa estadistico SPSS/PC
versién 10.0, y se expresaron como media y error estandar de la media (EEM)
salvo que se indique lo contrario. Cuando las variables fueron cuantitativas , la
comparacion entre variables paramétricas de dos grupos se realizé mediante el 7-
test de Student y la comparacion entre variables no paramétricas de dos grupos
mediante la U de Mann-Whitney o la W de Wilcoxon segin fuesen
independientes o apareadas. Cuando se compararon mas de dos grupos y las
variables fueron paramétricas se utilizé el test de analisis de la varianza, y para
variables no paramétricas la H de Kruskal-Wallis. En el andlisis de la varianza la
identificacion de los grupos diferentes se realizo6 utilizando la prueba de Scheffé
y la correccion de Bonferroni.

Para la comparacion de variables cualitativas se utilizo la 1.

Se considero6 significativa la p < 0.05.
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Resultados

1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON INSULINA EN LA

EVOLUCION DEL TRASPLANTE
1.1. Estudios preliminares
1.1.1. Valores de normalidad de la glucosa en sangre

El valor de normalidad de la glucemia en el ratén Swiss cepa MNRI, en
condiciones de no ayuno, fue de 150,2 *+ 18,8 mg/dL (n= 122). Considerando un
intervalo de confianza del 95%, el limite inferior de la glucemia en condiciones

de no ayuno fue de 117,0 mg/dL y el superior de 225,0 mg/dL.

1.1.2. Induccién de diabetes experimental

Se inyectd estreptozotocina a un total de 115 ratones. En el momento de
la inyeccioén no existian diferencias significativas en cuanfo al peso (peso medio
32,5 £ 2,8 g) o la glucemia. Se considero instaurada la diabetes cuando la
glucemia superé los 360 mg/dL en dos determinaciones medidas en dias
diferentes. El porcentaje de éxito en la induccion de diabetes experimental fue
del 79,1 % . Fue precisa una segunda dosis de estreptozotocina en un 21,7 % de
los animales (25 ratones). En estos 25 animales se reinyeété la estreptozotocina

6,4 + 2,6 dias después de la primera inyeccion. El tiempo medio de la
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confirmacion de diabetes fue de 7,3 = 3,5 dias post-estreptozotocina. Se
produjeron 4 fallecimientos (3,5 % de ratones), dos de los animales murieron
durante la inyeccion de STZ y otros dos por causas desconocidas, antes de

instaurarse la diabetes.

1.1.3 Efectividad del tratamiento con insulina

Para comprobar la normalizacion de las cifras de glucemia mediante el
tratamiento con insulina, se realizd un estudio con 6 animales diabéticos no
trasplantados, con un periodo de seguimiento de 30 dias desde la inyeccion de

STZ.

La administracién de insulina se realizo a los 8,5 £ 3,0 (5-15) dias de la
inyeccion de STZ. A los dos dias ya se comprobd la normoglucemia en los
animales (79,5 £ 9,9 mg/dL). Al final del seguimiento (31 £ 9.1 dias post-STZ y
19+ 8.2 dias después de iniciar el tratamiento con insulina), la glucemia media
del grupo diabético no trasplantado y tratado con insulina fue de 170.1% 54.4

mg/dL (figura 14).
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Figura 14. Evolucion de la glucemia en animales diabéticos no trasplantados y

tratados con insulina durante un periodo de 30 dias desde la inyeccion de

estreptozotocina.

STZ:

dia de inyeccion de  estreptozotocina
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1.2. Evolucion metabolica

Tras la confirmacion de la diabetes, los animales fueron distribuidos de
forma aleatoria en cada uno de los grupos segun se ha descrito en el apartado de
material y métodos.

A estos grupos se les afiadiéo un grupo control (n=8) de animales no
diabéticos, no trasplantados y no tratados con insulina, de edad comparable a la
del resto de grupos y sometido a las mismas condiciones de habitabilidad. A
estos ratones se les determiné glucemia y peso una vez por semana durante cinco
semanas consecutivas.

En la tabla 3 quedan reflejados los dias desde la inyeccion de STZ al
trasplante o tratamiento con insulina segun se trate, y desde el tratamiento con

insulina al trasplante.
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Grupo N Dias desde STZ a Dias desde STZ a Dias desde insulina

trasplante insulina a trasplante
1 8 10,7+ 7,2 - -
2 8 15,2+3,6 7,0+1,8 8,5+4,2
3 8 6,9+45 - -
4 8 15,5+3,5 7,625 8,0+3,1
5 8 9,8+4,7 - -
6 8 11,7+3,2 6,1 £2,1 59+1,5

Tabla 3. Intervalos entre la inyeccion de STZ y el trasplante, entre la inyeccion
de STZ y la colocacion de los implantes de insulina y entre la colocacion de
insulina y el trasplante. Los numeros de los grupos corresponden a los ya

indicados con anterioridad.

En la tabla 4 quedan reflejadas las caracteristicas metabolicas de los
grupos trasplantados y del grupo control. Todos los grupos fueron comparables
en edad, peso y glucemia en el momento de administrar STZ. Los grupos que
recibieron tratamiento con insulina fueron comparables, en cuanto a edad,
glucemia y peso, tanto en el momento de administracién de la misma como en el
dia del trasplante. Los grupos que no fueron tratados con insulina también fueron

comparables en el dia del trasplante.
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Grupo (n) Trat. con STZ Insulina Trasplante Extraccion injerto
insulina
Glucemia Peso (g) Glucemia Peso (g) Glucemia Peso (g) Glucemia Peso (g)
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
1 No 161,0+9.9 253104 - - 533,0+12,1 26,2+0,6 5824+ 73 33,3%+1,1
2 Si 156,9 £ 7.1 25,1£03 488,6 +27,1 27,1+ 1,1 156,0 £22,3 33,6+0,8 357,6+74,3 38,7 1,1
3 No 140,0 £ 7.5 246+0,3 - - 5193+£223 240%1,0 592,1+8.8 33015
4 Si 148,5+ 3.8 247+£04 509,6.£ 31,7 258 1.4 107,5 £ 14,2 33,0+23 431,5 + 66,6 37,5122
5 No 141,8 £4,6 242£03 - - 488,1 + 15,4 27,1+ 1,0 534,9 43,1 343+0,9
6 Si 158,5%6,6 24,7£0,5 462,0 £ 14,2 26,5+0.8 119,5 £ 14,7 30,7+ 0,7 3774+ 78,0 36,7+ 1,1
Control No 1470+ 7.1 23,71 0.1 140,3£7,0 30,7£0,3 155,3+ 8,1 36,0+ 0,4 143,31+ 6,7 44,1+0,8

Tabla 4. Caracteristicas metabdlicas de los grupos experimentales y del grupo control. En el grupo control se muestran la glucemia y el

peso en tiempos similares a los de los grupos trasplantados.
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El injerto fue retirado el dia 30 post-trasplante. En ese momento, de los
animales que habian sido tratados con insulina, el 50 % del grupo 2 (n=4) y del
grupo 6 (n=4), y el 37,5 % del grupo 4 (n=3) mantenian la normoglucemia. El
dia 30 post-trasplante sélo 1 de los animales no tratados con insulina del grupo 5
permanecia normoglucémico. Ninguno de los animales no tratados con insulina

del grupo 1 y 3 consiguieron este objetivo (Figura 15).
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Figura 15.  Animales normoglucémicos al final del periodo de seguimiento
(30 dias post-trasplante). En el eje X se reflejan los grupos descritos en las tablas
1 y 2. Los nimeros sobre las columnas indican el nimero de animales de cada
grupo que permanecioé normoglucémico al final del estudio. * p< 0,05 versus los

otros grupos.

La figura 16 muestra la evolucién de la glucemia en los animales
trasplantados y tratados con insulina, con respecto a los animales trasplantados y
no tratados con insulina. La figura 17 muestra la evolucion del peso en estos

mismos animales.
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Las figura 18 muestra la evolucién de la glucemia en los animales
trasplantados y tratados con insulina, diferenciando cada grupo en

normo/hiperglucémicos segun el resultado al final del estudio.

La figura 19 muestran la evoluciéon de la glucemia en los animales
diabéticos trasplantados y no tratados con insulina y en los animales
trasplantados y tratados con insulina que permanecieron normoglucémicos al

final del estudio.
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Figura 16. Evolucion de la glucemia en los grupos experimentales. STZ: dia de inyeccion de estreptozotocina. Tx: dia de inyeccion de

trasplante. Cada grupo corresponde a los grupos trasplantados que se muestran en las tablas 3 y 4.
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Figura 17. Evolucion de peso en los animales diabéticos trasplantados y en un grupo control no diabético y no trasplantédo. Los grupos 2,
4 y 6 fueron tratados con insulina. STZ corresponde con el dia de administracion de la estreptozotocina. El dia del trasplante (Tx)

corresponde con el dia 0. El niimero de los grupos corresponde con los descritos en las tablas 3 y 4.
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Figura 18. Evolucién de la glucemia en los grupos trasplantados y tratados con insulina. STZ: dia de inyeccion de estreptozotocina. Tx:
dia del trasplante. Cada grupo, que se corresponde con los descritos en las tablas 3 y 4, se ha dividido en normo/hiperglucémico segiin se

obtuviera o no la normoglucemia al final del estudio.
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Figura 19. Evolucion de la glucemia en los grupos no tratados con insulina y en los animales que recibieron tratamiento con insulina y

permanecieron normoglucémicos al finbal del estudio. STZ corresponde con el dia de administracion de la estreptozotocina. El dia del trasplante

(Tx) corresponde con el dia 0. El nimero de los grupos corresponde con los descritos en las tablas 3 y 4.
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1.3.  Test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa

Al final del periodo de seguimiento, en el dia 30 post-trasplante, se
realizé un test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa (TTIPG) en aquellos

animales que mantuvieron la normoglucemia (figura 20).

La respuesta fue similar en los animales diabéticos trasplantados que se
mantuvieron normoglucémicos y el grupo control. Si se analizan punto por punto
las glucemias resultantes del test se obtiene:

- No existieron diferencias entre la respuesta del grupo 2 y la del
grupo control.

- Al comparar la respuesta del grupo 4 con la del control, existieron
diferencias en las glucemias de los tiempos basal (grupo 4: 206,3
+ 18.4; grupo control: 150,3 £ 9,7; p < 0,05) y 60 minutos (grupo
4:299,3 + 44,3; grupo control: 166,9 = 20,0; p <0,05).

- Al comparar las respuestas del grupo 6 con la del control,
existieron diferencias en los tiempos 90" (grupo 6: 244,7 + 25,6;
grupo control 164,0 £ 15.8; p < 0,05), 120" (grupo 6: 256,5 %
32.9; grupo control: 152,1 £ 15.1; p < 0,05) y 180 minutos (grupo
6:210,0 £ 19,1; grupo control: 125,0 = 15,0; p <0,05).

- No existieron diferencias en las respuestas de los grupos de

animales trasplantados al compararlas entre si.
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Figura 20.  Test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa en los grupos de
animales normoglucémicos al finalizar el periodo de seguimiento y su
comparacioén con la respuesta del grupo control. Los numeros de los grupos

corresponden a los descritos en las tablas 3 y 4.

Cuando se analizaron los resultados mediante el area bajo la curva (ABC)
no hubieron diferencias al comparar el grupo 2 (ABC = 36 408,7 =2 830, 9) con

el grupo control (ABC = 30 756,4 * 2 454,7). Por el contrario, existieron
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diferencias entre los grupos 4 (ABC = 36 408,7 + 2 832,9) y 6 (ABC = 47 340,0

+ 1 741,3) con respecto al grupo control (p < 0,05) (Figura 21).

60000 1
50000 -
40000 -
30000 A

20000 -

Area bajo la curva (mg/dl-min)

10000 A

r

Control 2 4 6

Figura 21. Area bajo la curva del test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa
en los grupos de animales normoglucémicos al finalizar el periodo de
seguimiento y su comparacion con la respuesta del grupo control. Los numeros

de los grupos corresponden a los descritos en las tablas 3 y 4. * p <0,05 versus

el grupo control.
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1.4. Hemoglobina glicosilada

La hemoglobina glicosilada se determiné al inicio del estudio (situacion
basal) y a los 10 y 30 dias post-trasplante en cada uno de los grupos. En el grupo
control de animales no diabéticos y no trasplantados la medicion se realizd
ajustando los tiempos a los de los grupos trasplantados. En los grupos tratados
con insulina, la determinacién de HbAlc corresponde a los animales que
permanecieron normoglucémicos al final del estudio. Los resultados se presentan

en la tabla 5.

Grupo HbAlc basal HbAlcdia 10 HbAlc dia 30 D (dias 30-10)

Control 2,5%£0,3 2,9%0,5 33%0,1 0,4+0,4
1 24+0,2 6,2+0,7 8,7%0,5 2,504
2 2,504 3,2%20,2 2,7%0,2 -0,5+0,3
3 2,6£0,2 5,0%0,7 8.8+1,1 3,8+£0,5
4 24+£0,2 3,2%0,1 3,2+0,2 0,00£0,3
5 24104 59%0,5 7.9+0,7 2,0+0,5
6 2,7%£0,2 3,6 0,2 3,6%£0,2 0,1+0,2

Tabla 5. Hemoglobinas glicosiladas. HbAlc basal corresponde al inicio del
estudio, antes de someter al animal a ningiin procedimiento. HbAlc dia 10: dia
10 pos-trasplante. HbAlc dia 30: dia 30 post-trasplante. D (dias 30-10):
diferencia entre la hemoglobina glicosilada del dia 30 y la del dia 10 post-

trasplante. Los grupos corresponden a los descritos en las tablas 3 y 4.
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En los animales trasplantados y no tratados con insulina (grupos 1, 3y 5)
la HbAlc se incrementd ya en el dia 10 post-trasplante. Los grupos 1 y 5
mostraron diferencias significativas con respecto a los grupos trasplantados y
tratados con insulina (grupos 2, 4 y 6) y al grupo control. Estas diferencias se
hacen mas acusadas si analizamos la HbAlc en el dia 30 post-trasplante, donde
los grupos no tratados con insulina mostraron niveles estadisticamente superiores
a los de los grupos tratados con insulina. Por el contrario, los animales
trasplantados y tratados con insulina presentaron niveles normales de HbAlc,

comparables con la del grupo control (Figura 22).
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Figura 22. Evolucion de la HbAlc en los grupos trasplantados. Los grupos en el
eje X corresponden a los mostrados en las tablas 3 y 4. Los grupos tratados con
insulina incluyen exclusivamente los que consiguieron la normoglucemia a los
30 dias del trasplante. * p < 0,05 entre la HbAlc del dia 30 después del

trasplante en los grupos tratados con insulina y trasplantados con 300 y 500

islotes.
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2. CONTENIDO DE INSULINA

El contenido de insulina pancredtico fue superior en los animales que
consiguieron la normoglucemia al final del estudio con respecto a los ratones
hiperglucémicos (ratones normoglucémicos 3.6 + 0.8 pg/ g de pancreas vs
ratones hiperglucémicos 1.4 £ 0.7 ng/ g de pancreas; p < 0.05). En cualquier
caso fue notablemente inferior al grupo control sano grupo control 99.8 + 12.2
pg/ g de pancreas).

El contenido de insulina pancreatico en los diferentes grupos de animales

se representa en la tabla 6.
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Grupo n Contenido de insulina
(ug/ g de pancreas)
1 8 1.2+0.2
2 hiperglucémico 4 1.8+04
2 normoglucémico 4 31%19
3 8 14%£03
4 hiperglucémico 5 1.2+0.2
4 normoglucémico 3 47112
5 8 21%03
6 hiperglucémico 4 12403
6 normoglucémico 4 36+1.2
Control 8 99.8+12.2

Tabla 6. Contenido de insulina pancreatico (expresado en g/ g de pancreas) en

los grupos experimentales
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3. ESTUDIO HISTOLOGICO

El andlisis de los cortes efectuados mostrd claras diferencias entre los
trasplantes de los animales tratados con insulina normoglucémicos al final del
estudio y los injertos de los animales hiperglucémicos. En los primeros se puede
visualizar la presencia de células endocrinas localizadas entre la cépsula y el
parénquima renal, agrupadas y de contornos homogéneos, con un discreto
componente inflamatorio a expensas de células mononucleadas. En los cortes de
los animales hiperglucémicos la zona correspondiente a los islotes ha quedado
sustituida por areas de fibrosis, calcificaciones y abundante componente
inflamatorio. En las figuras 23 y 24 se pueden comprobar las diferencias

existentes entre ambos grupos.

129



Resultados

Figura 23. Estudio histologico 1. Corte histologico correspondiente a un

trasplante con 300 islotes en un animal tratado con insulina en el peritrasplante,
que permanecio normoglucémico hasta el final del estudio. a: capsula renal; b:

células endocrinas; ¢: parénquima renal. (x 1 200)

131



THER Y TR T T

Resultados

Figura 24. Estudio histologico de los injertos IlI. Corte histoldgico de un

trasplante de 300 islotes realizado en un animal no tratado con insulina que
permanecié hiperglucémico durante todo el estudio. No se observan células
endocrinas. a: infiltrado inflamatorio; b: areas de fibrosis y destruccion tisular. ¢:

calcificaciones heterotdpicas. (x 1 200)
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Discusion

En el estudio presentado se demuestra como la normoglucemia durante el
peritrasplante, conseguida mediante tratamiento con insulina, mejora la
evolucion del trasplante alogénico de islotes de pancreas en un modelo
experimental de raton diabético. Los animales fueron trasplantados en diferentes
grupos con masas beta comparables entre si, obteniéndose la normoglucemia en
ratones que recibieron tratamiento insulinico desde el dia 6 pre-trasplante al dia
10 post-trasplante. Los resultados en cuanto a la hemoglobina glicosilada y al
test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa son comparables a un grupo de
animales sanos, no diabéticos y no trasplantados. E1 95.8% de los animales no
tratados con insulina permanecieron hiperglucémicos tras el trasplante y a lo

largo de todo el estudio.
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1. MODELO EXPERIMENTAL

1.1. Induccion de diabetes

Para completar el estudio de la diabetes autoinmune se han desarrollado
modelos animales de diabetes de mediacion inmunitaria. El desarrollo de
diabetes en animales se ha realizado mediante técnicas diversas, desde la
pancreatectomia mas antigua a los modelos transgénicos. Es posible establecer
una diabetes experimental comparable a la Diabetes tipo 1 de los humanos. En
1976 se describid por primera vez la rata BB, derivada de Wistar, que desarrolla
de forma espontdnea una diabetes insulino-deficiente y proclive a la cetosis,
asociada a caracteristicas histologicas de insulitis (Nakhooda AF y cols., 1976).
La expresion transgénica de moléculas B7 sobre células beta de roedor produce
insulitis y secundariamente diabetes (Harlan DM y cols., 1994). El raton NOD
(non obese diabetic mice o raton diabético no obeso) desarrolla de manera
espontanea un estado de diabetes tras la destruccion autoinmune selectiva de las
células beta del pancreas (Itoh A y cols., 1996).

Otro modelo clasico es el que induce la diabetes a partir de la inyeccion de
estreptozotocina. La estreptozotocina es un potente agente alquilante, altamente
toxico y carcinogénico, con un efecto diabetdgeno secundario a su accion
selectiva sobre las células beta pancreaticas que produce una necrosis rapida de
las mismas (Elsner M y cols.,, 2000). En este trabajo se ha utilizado
estreptozotocina en una sola dosis concentrada. Los trabajos publicados hasta el

momento actual parecen estandarizar la dosis de estreptozotocina para conseguir
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la induccion de diabetes en un modelo de roedor: 180 mg/kg de peso (Preston
AM, 1985). Dosis inferiores pueden inducir diabetes sélo de forma transitoria,
con recuperacion parcial de las células beta. También fue descrita una variante
de este modelo en la que se administran multiples dosis subdiabetogenas,
provocando una insulitis con el efecto adicional de la replicacion de ciertos virus
murinos dentro de células beta susceptibles (Like AA y cols., 1976). La
heterogeneidad en el tiempo de instauracion de la diabetes, la coexistencia con
fendmenos de replicacion y regeneracioén y la transitoriedad del proceso segin
las dosis hacen de éste un modelo menos recomendable.

En el presente estudio se ha utilizado la estreptozotocina a dosis de 180
mg/kg de peso para inducir diabetes, con un aceptable porcentaje de éxito (80 %
aproximadamente) comparable con otras series. Al finalizar el periodo de
seguimiento, el analisis del contenido pancreatico de insulina en los animales

trasplantados corroboro la accion efectiva de la estreptozotocina.

1.2. Lugar de implantacion del injerto

La localizacién ideal del injerto esta todavia en discusion. En modelos
roedores se han utilizado rifién, higado, bazo, testiculo, cerebro, cavidad
peritoneal y omento (Kin T y cols., 2003). Un estudio realizado en ratas Lewis
comparando el control glucémico de un grupo de animales trasplantados bajo
capsula renal y otro grupo bajo capsula esplénica demostré una mejor evolucion

metabdlica en el primero. No esta claro si las ventajas obtenidas al trasplantar en
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esta localizacion son inmunolégicas o locales (vascularizaciéon o inervacion)
(Weitgasser R y cols.,, 1996). El trasplante en cépsula renal consigue un
hiperinsulinismo derivado de la secrecion de insulina a la vena cava, evitando el
aclaramiento hepatico debido a la secrecion via porta que sucederia en el
trasplante esplénico (Jara-Albarran A y cols., 1995; Jara-Albarran A y cols.,
1997).

En base a estos resultados y a la bibliografia de referencia se eligio para este
trabajo el trasplante bajo capsula renal. Al evitar el contacto directo con un gran
vaso se eliminan problemas mecéanicos como la trombosis y se reducen
reacciones sistémicas severas secundarias al fenémeno inflamatorio. En la
capsula derecha se evitan adherencias del injerto con el higado que pudieran
dafiarlo en el momento de la retirada del injerto.

En estudios con animales, los islotes trasplantados intraperitoneo o bajo
capsula renal muestran una respuesta de glucagén intacta, mientras dicha
respuesta se encuentra disminuida en los islotes trasplantados en higado. Estos
hallazgos han cuestionado la idoneidad de este ultimo 6rgano como lugar de
implantacion. En humanos, los sujetos diabéticos tipo 1 trasplantados mediante
el protocolo de Edmonton han mostrado un enlentecimiento de la respuesta del
glucagdn y epinefrina a la hipoglucemia (Paty BW y cols., 2002). Esto no sucede
en los trasplantes pancreaticos, donde la respuesta contrarreguladora esta intacta.
(Paty BW y cols., 2001) En conclusion, los sintomas de hipoglucemia pueden
estar atenuados en diabéticos receptores de un trasplante de islotes, al

compararlos con los controles.
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1.3. Nimero de islotes trasplantados

La importancia de la masa beta en el trasplante de islotes de pancreas es un
hecho conocido y estudiado. En los modelos animales la masa critica necesaria
para conseguir la normoglucemia en el receptor es variable segun la especie. Asi
por ejemplo en el perro se necesitan aproximadamente 5 000 islotes/’kg de peso.
(Warnock GL y cols., 1990) En mamiferos de menor tamafio como la rata se
requieren unos 1 000 islotes (Beattie GM y cols., 1993). Existen diferencias para
el numero de islotes seglin se trate de modelos singénicos o alogénicos. La
pérdida de islotes derivada de la reaccién autoinmune y el efecto de farmacos
inmunosupresores, entre otros, hacen necesario un mayor numero de islotes para
modelos alogénicos. En un modelo singénico de ratones B6AF1 se ha
conseguido la normoglucemia con un trasplante minimo de 200 islotes. Para
modelos alogénicos de roedor, 300 islotes serian insuficientes (Gotoh M y cols.,
1988).

En nuestro trabajo se trasplantaron un minimo de 300 islotes, una cantidad a

priori escasa para la consecucion de la normoglucemia al final del estudio.

1.4. Trasplante alogénico

En este trabajo se ha utilizado un modelo de raton alogénico como donante y

receptor del trasplante. Por tanto los animales que participaron en el experimento

140



Discusion

mostraban diferencias genéticas entre ellos, a diferencia del modelo singénico. El
trasplante singénico de islotes en ratones C57Bl/6 diabéticos mediante
estreptozotocina, consigue la normoglucemia con s6lo 100 islotes cuando se
utiliza insulina en el peritrasplante (Merino JF y cols., 2000).

El modelo alogénico se aproxima mas al trasplante de islotes pancreaticos
que se realiza en los seres humanos. En el trasplante alogénico estan presentes
los factores inmunologicos que pueden producir el fracaso del trasplante. Como
consecuencia del trasplante de una masa beta no propia en un receptor diabético
se produce un fenomeno de rechazo, con una respuesta inmune especifica, y la
recurrencia del proceso autoinmune. La respuesta inmune estd inicialmente
inducida por las células presentadoras de antigeno y seguida de la accidn
citotdxica de las células T. Un trasplante alogénico conlleva la necesidad de una
masa beta mayor para conseguir la normoglucemia en el animal diabético.

En este estudio se realizaron trasplantes de 300, 400 y 500 islotes,
pretendiendo hallar la masa beta idonea en animales receptores segun recibieran

0 no tratamiento con insulina en el peritrasplante.

1.5. Inmunosupresion

Existen numerosos estudios experimentales que han demostrado la mejoria
de la evolucion del trasplante de islotes al modificar la terapia inmunoéupresora.

En la actualidad los trabajos estan centrados en el uso de anticuerpos

monoclonales capaces de bloquear los ligandos CD de las células T (Molano RD
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y cols., 2001; Ferrari-Lacraz S y cols,, 2001), el empleo de nuevos
inmunosupresores (Wennberg L y cols., 2001) o la combinacion de técnicas de
inmunosupresion antes y después del trasplante (Kenyon NS y cols., 1990).

En la mayoria de trasplantes de islotes realizados en humanos se ha incluido
la ciclosporina A como farmaco inmunosupresor, combinado con otras drogas
(Brendel MD vy cols., 2001). La ciclosporina inhibe la citotoxicidad sobre el
islote y la secrecion de 6Oxido nitrico por los macréfagos (Burkart B y cols.,
1992). Se ha observado un efecto de preservacion sobre la célula beta frente a los
fendmenos de autoinmunidad en la diabetes (Skyler JS y cols., 1992). Estos
efectos se traducen en un aumento de la supervivencia del trasplante de islotes, si
bien ésta no alcanza los resultados del trasplante singénico (Dibelius A y cols.,
1986).

El efecto adverso de la ciclosporina sobre la célula beta se ha demostrado in
vitro y sobre modelos animales (Stegall MD y cols., 1989). La ciclosporina
disminuye la sintesis (Gillison SL y cols., 1989) y la transcripcion génica de la
insulina (Oetjen E y cols., 2003). Ademas, el tratamiento con ciclosporina puede
alterar levemente el proceso final de revascularizacion del injerto, habiéndose
demostrado una discreta reduccion en la densidad capilar funcionante en los
animales que reciben la droga durante el post-trasplante inmediato. No modifica
la perfusion del injerto una vez que se ha completado el proceso de angiogénesis.
(Vajkoczy P y cols., 1999). En un modelo de ratdén NOD se ha demostrado que
dosis bajas de ciclosporina (5 mg/kg/dia) producen una concentracion
pancreatica capaz de disminuir la expresion de ciertos antigenos en el islote (que

se unen a anticuerpos frente a células del islote — ICA — o frente a acido
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glutamico decarboxilasa 67 — GAD-67 -) durante varias semanas. Sin embargo
s6lo dosis mayores (40 mg/kg/dia) logran un efecto inmunosupresor duradero
con la reduccion de parametros inmunoldgicos. Estas concentaciones deterioran
la secrecion de insulina (el Mansour A y cols., 1996).

Otras drogas inmunosupresoras utilizadas en la actualidad en distintos
protocolos de trasplante (corticoides, tacrolimus, serolimus y micofenolato-
mofetil) han demostrado también un efecto deletéreo en diferentes fases de la
sintesis y secrecion de insulina (Robertson RP, 2004).

En el presente estudio se ha utilizado ciclosporina en solucién oleosa a una
dosis estandarizada de 30 mg/kg/dia via subcutanea, el dia del trasplante y el
primer y segundo dia post-trasplante, lo que garantiza la inmunosupresion
durante el periodo de seguimiento post-trasplante (Alvarez Gémez S y cols.,
1997). Se asumié que unos adecuados niveles de inmunosupresién conllevan
cierto deterioro funcional de la célula beta trasplantada si bien éste es inferior a

tacrolimus, sustancia del mismo grupo farmacolégico de reciente introduccion.
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2. PROBLEMATICA RELACIONADA CON EL NUMERO DE

DONANTES HUMANOS.

El nimero de islotes trasplantados es esencial en los resultados esperados con
el trasplante de islotes. Existe una masa beta critica, mayor de lo que se esperaba,
necesaria para conseguir la normoglucemia tras el trasplante. El adecuado
funcionamiento o, por el contrario, el fallo del injerto depende en gran medida de
la cantidad de islotes inicialmente trasplantados (Weir GC y cols., 1990).

El éxito obtenido en los ultimos trasplantes de islotes ha actualizado el
desequilibrio existente entre la oferta y la demanda de pancreas donantes de
cadaver, para ser utilizados en futuros trasplantes (Robertson RP, 2000).

En el ser humano se conoce, a tenor de los ultimos resultados en trasplante,
que para conseguir un trasplante con éxito que implique una insulin-
indépendencia, se hacen necesarios de 2 a 4 pancreas donantes y cerca de un
millon de islotes (Brendel MD y cols., 2001). En el momento actual se hace
imposible conseguir semejante nimero de islotes para tratar a los pacientes
diabéticos (Garcia-Ocafla A y cols.,, 2001). En USA, la prevalencia de la
Diabetes mellitus tipo 1 es del 0,5 % de la poblacién: cerca de un millén de
diabéticos tipo 1. Anualmente se diagnostican unos 30 000 nuevos casos de
Diabetes tipo 1 (LaPorte R y cols., 1995). A estos potenciales receptores de
trasplantes de islotes hay que afiadir un considerable nimero de pacientes con
Diabetes mellitus tipo 2 dependiente de insulina que podrian ser candidatos a
este tipo de terapia. En este mismo pais, el numero de donantes/ afio es de 5 000

y sélo algunos de ellos pueden ser utilizados como fuente de tejido pancreatico
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(Hautpman PJ y cols., 1997). Esta problematica se agrava por el hecho de que,
en la actualidad, para conseguir un trasplante de islotes pancreaticos con
posibilidad de éxito se necesitan de dos a tres pancreas donantes.

Espafia posee la cifra de donantes mas alta del mundo (aproximadamente 34
donantes/ millén de habitantes) y se podria disponer de unos 1 400 pancreas por
afio. Si consideramos utiles s6lo los pancreas obtenidos de donantes de menos de
60 afios, la cifra se reduce a 900-950 donantes/ afio. Incluso si se alcanzara el
objetivo de normalizar la glucemia de un diabético tipo 1 con un solo donante,
nunca podra disponerse del adecuado numero de donantes para tratar a los 123
000 diabéticos tipo 1 que existen actualmente en nuestro pais. Ni siquiera
existirian 6rganos suficientes para tratar a los nuevos pacientes diagnosticados de
Diabetes tipo 1 cada afio (aproximadamente 4 500 nuevos casos) (Ministerio de
Sanidad y Consumo, 2002).

Analizando los datos anteriores queda clarificado un aspecto: los avances en
el trasplante de islotes pueden revolucionar esta alternativa terapéutica pero el
principal problema va a seguir siendo la masa beta a trasplantar. Dos objetivos
son cruciales para mejorar la funcion del injerto y obtener la normoglucemia en
el receptor:

1. Evitar la pérdida de islotes tras el trasplante.

2. Reducir la cantidad de islotes necesarios para controlar la hiperglucemia.

De este modo se podria optimizar el nimero de trasplantes a realizar con el
limitado nimero de islotes disponible (Biarnés M y cols., 2002).

La busqueda de fuentes alternativas de células productoras de insulina como

el xenotrasplante, las células madre adultas y/o embrinarias, la “expansion del
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islote” a partir de células ductales diferenciadas y la obtencion de lineas celulares
mediante terapia génica han dado resultados que permanecen todavia en el
ambito experimental (Robertson RP, 2004). En cualquier caso, la necesidad de
reducir la masa beta trasplantada se ha convertido en un objetivo primordial
dentro de las actuales y futuras técnicas de trasplante para la correccion de la
Diabetes mellitus.

En nuestro trabajo, el trasplante alogénico de 300 islotes en un modelo de
ratén Swiss diabético tratado con insulina ha conseguido mejores resultados que
el obtenido mediante el trasplante de 500 islotes en condiciones de
hiperglucemia. Hemos demostrado cémo la normoglucemia conseguida
mediante tratamiento con insulina permite reducir el numero de islotes
necesarios para obtener el éxito en el trasplante alogénico de islotes pancreéticos.
En igualdad de condiciones ambientales, solo los animales que consiguieron un
buen control glucémico tras el tratamiento insulinico permanecieron
normoglucémicos al final del estudio. Probablemente estos resultados puedan
influir en los protocolos de trasplante. Esta tesis demuestra que un estricto
control glucémico en los dias que preceden y siguen al trasplante alogénico de
islotes de pancreas puede mejorar los resultados obtenidos mediante esta técnica
empleando un menor numero de islotes. Algunos datos han aparecido ya en
humanos: un centro ha obtenido un 14.3 % de insulin-independencia en los
receptores trasplantados desde un s6lo donante, gracias a un ajustado protocolo
del paciente en el peritrasplante. Dentro de este protocolo se incluy6 el control

estricto de la glucemia en el receptor mediante el tratamiento con insulina, que
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no se retird hasta 10.6 meses después del trasplante (Bretzel RG y cols., 1999).
El llamado protocolo de Minnessota incluye los siguientes requisitos:
- Seleccion de donante y receptor.
- Adecuada preservacion del pancreas.
- Adecuado procesamiento de los islotes pancreéaticos.
- Cultivo de islotes durante 48h para inactivar/deplecionar las
células T antes del trasplante.
- Potente induccion de la inmunosupresion.
- Tratamiento peritrasplante antiinflamatorio.
- Estricto control glucémico en el peritrasplante.
- Tratamiento de mantenimiento sin esteroides ni inhibidores de la
calcineurina.
Estos resultados se han confirmado en posteriores trabajos que han
mostrado la independencia de la insulina en trasplantes procedentes de un sélo

donante con una unica infusion de islotes (Markmann JF y cols., 2003).
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3. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON INSULINA SOBRE LA

EVOLUCION METABOLICA.

En trabajos previos se ha demostrado que el tratamiento con insulina,
manteniendo la normoglucemia, condiciona una mejor evolucion del trasplante
singénico de islotes pancreaticos. Este efecto beneficioso depende en gran
medida del momento en que comienza el tratamiento insulinico y de la duraéién
del mismo. Asi por ejemplo, en ratones que fueron tratados de forma exclusiva
antes del trasplante solo se demostré una cierta proteccion mientras que en
aquellos tratados durante 6 dias post-trasplante no se objetivaron beneficios en la
evolucion al compararlos con un grupo de animales trasplantados y no tratados
con insulina. Si el tratamiento con insulina se iniciaba el dia 10 post-trasplante y
se mantenia durante 14 dias, los animales permanecian normoglucémicos al final
del estudio si bien presentaban una tolerancia anormal a la glucosa. Los mejores
resultados se consiguieron cuando el tratamiento con insulina comenzaba antes
del trasplante, manteniendo la normoglucemia durante 7 dias pre-trasplante y
hasta 14 dias después del mismo, es decir, incluyendo el periodo de
revascularizacion del injerto. El dia 14 post-trasplante se retiraba la insulina.
(Merino JF y cols., 1997).

El efecto beneficioso del control glucémico se ha comprobado también en
seres humanos diabéticos que recibieron un trasplante de islotes pancreaticos.
Estos pacientes, trasplantados de rifion previamente o de forma simultanea al
trasplante de islotes, se incluyeron en un protocolo para mejorar la viabilidad del

injerto. Una de las principales caracteristicas del mismo era el control estricto de
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la glucemia en el momento del trasplante. Se confirm¢ la mayor supervivencia
del injerto en estos pacientes, si bien el resto de factores incluidos en este
protocolo (cultivo previo de los islotes durante 72 horas, uso de nicotinamida,
inmunosupresiéon con anticuerpos frente a la célula T desde el dia -3,
pentoxifilina como inhibidor de TNF) dificulta definir exactamente el papel del
control glucémico en el resultado obtenido (Bretzel RG y cols., 1999).

El protocolo de Minnessota, ya comentado en el apartado anterior, que
incluye un estricto control glucémico en el periodo peritrasplante, es el primer
paso en humanos para reducir el nimero de islotes trasplantados obteniendo la
independencia de la insulina.

Cabe comentar como peculiaridad, que la menor respuesta contrarreguladora
que parecen presentar los sujetos diabéticos sometidos a un trasplante de islotes
mediante el protocolo de Edmonton obliga a un seguimiento mas estrecho, si
cabe, de aquellos pacientes que estén recibiendo tratamiento insulinico, por el

riesgo de hipoglucemias inadvertidas (Paty BW y cols., 2002).

A tenor de resultados previos en roedores, los animales que participaron en
nuestro estudio recibieron tratamiento con insulina durante los dias previos al
trasplante y hasta el dia 10 después del mismo (una media de 16 dias en total).
De este modo se intentd optimizar el papel que ejerce la insulina en la evolucion
del trasplante.

En este estudio s6lo uno de los animales trasplantados con 500 islotes y no
tratados con insulina consiguié la normoglucemia al final del seguimiento. El

resto de animales trasplantados con 500 islotes y todos los trasplantados con 300
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y 400 islotes, que no recibieron tratamiento con insulina y permanecieron
hiperglucémicos en los dias previos al trasplante, mantuvieron la diabetes al final
del estudio. En los animales trasplantados y tratados con insulina se consiguio
que el 50 % de los ratones trasplantados con 300 y 500 islotes y el 37,5 % de los
trasplantados con 400 islotes permanecieran normoglucémicos al final del
periodo de seguimiento. Estos resultados reafirman los comentados previamente
y obligan a mantener un estricto control glucémico durante el peritrasplante de

islotes pancreaticos.
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4, EFECTO DEL TRATAMIENTO CON INSULINA SOBRE EL

PROCESO DE REVASCULARIZACION DEL INJERTO

Los islotes trasplantados carecen de vascularizacién en los dias que siguen al
trasplante y este proceso no comienza hasta el 2°4° dia post-trasplante,
completandose sobre el dia 10 (Andersson A y cols., 1989). Numerosos trabajos
demuestran que la hiperglucemia reduce el flujo sanguineo y el aporte de
oxigeno a los islotes (Jansson L y cols., (b) 1989; Sandler S y cols., 1987) Este
efecto ha sido, sin embargo, cuestionado por otros autores (Mendola JF y cols.,
1994). Las necesidades de oxigeno del islote aumentan en un ambiente
hiperglucémico y no pueden completarse por la falta de vascularizacion. La
presion parcial de oxigeno en los islotes trasplantados es menor que en el
pancreas incluso hasta el dia 30 post-trasplante, pero aun se reduce mas si los
islotes permanecen en un ambiente hiperglucémico (Carlsson PO y cols., 1998).
La correccion de la hiperglucemia mediante el tratamiento con insulina
conseguiria mejorar la revascularizacion del injerto evitando las pérdidas de
islotes trasplantados secundarias a la necrosis por hipoxia.

Los estudios sobre angiogénesis y perfusion de la masa beta trasplantada se
han realizado en general sobre modelos singénicos (Menger MD y cols., 1992;
Vajkoczy P y cols., 1995).

En el trasplante alogénico se ha demostrado que la microcirculaciéon del
o6rgano trasplantado es la primera localizacion donde se inicia el proceso de
rechazo (Heemann UW vy cols., 1993). La posibilidad de que la reaccion inmune

modifique el tiempo de revascularizacion del injerto se desconoce.
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En nuestro estudio se mantuvo el tratamiento con insulina hasta el décimo
dia post-trasplante. Este tiempo seria suficiente para garantizar una correcta
revascularizaciéon del injerto en un ambiente glucémico adecuado, suponiendo
que no existan diferencias con el modelo singénico. La masa beta trasplantada
correctamente revascularizada es capaz de responder de forma adecuada a las

oscilaciones glucémicas que presentaron los animales.
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5. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON INSULINA SOBRE LA

CELULA BETA TRASPLANTADA.

La hiperglucemia modifica la respuesta normal de la célula beta en humanos.
La infusion de altas concentraciones de glucosa de forma aguda condiciona un
defecto en el sensor de la glucosa y un deterioro de la respuesta insulinica
incluso en sujetos considerados sanos (Meyer J y cols., 2002). La inhibicion de
la primera fase de la secrecion insulinica se ha demostrado incluso con
hiperglucemias moderadas. La segunda fase de la secrecién de insulina aumenta
de modo lineal con la hiperglucemia (Toschi E y cols., 2002). Alteraciones
similares se habian descrito previamente en sujetos diabéticos, donde la
hiperglucemia ejerce ademas una insulin-resistencia (Vuorinen-Markola H y
cols., 1992). La accion de la hiperglucemia afecta de modo similar a la célula

beta trasplantada.

Fl efecto deletéreo de la hiperglucemia sobre la masa beta trasplantada se ha
demostrado en un modelo de raton C57BL/6 singénico. En dicho estudio se
demostr6 que la masa celular beta de los islotes trasplantados se incrementaba en
aquellos animales que recibieron tratamiento con insulina a partir del momento
en el que se retiraba la misma. La masa beta posee la capacidad de modificarse,
segn las necesidades metabdlicas, para mantener la normoglucemia. Este efecto
se ha demostrado en roedores sanos tras la infusion de glucosa, en animales
sometidos a pancreatectomia parcial y en islotes trasplantados (Montana E y

cols., 1994; Merino JF y cols., 2000). La hiperglucemia produce una reduccion
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de la masa beta trasplantada que puede recuperarse tras un nuevo trasplante que
incremente el nimero de islotes y mantenga la normoglucemia o una discreta
hiperglucemia (Nacher V y cols., 1998).

En otro estudio con un modelo singénico de trasplante sobre ratones
diabéticos se ha demostrado que, incluso realizando el trasplante en condiciones
Optimas, mas de la mitad de la masa beta trasplantada se pierde en los primeros
dias post-trasplante. Esta muerte de células beta se produce por fenémenos de
necrosis y apoptosis. La muerte celular por apoptosis en los dias iniciales post-
trasplante fue independiente de la normoglucemia conseguida mediante
tratamiento con insulina, de tal modo que no hubo diferencias entre los animales
tratados y los no tratados. En los animales que fueron tratados, los implantes de
insulina se retiraron el dia 10 post-trasplante, tras objetivarse la normoglucemia
en los dias previos y posteriores al mismo. En el dia 30 post-trasplante se
demostré que los animales que permanecieron hiperglucémicos mantenian un
indice de apoptosis elevado, mientras que en los ratones que permanecieron
normoglucémicos se habia normalizado esta muerte celular por apoptosis.

Mas recientemente y sobre modelos alogénicos de ratén (NOD y BALB/c),
se ha demostrado el deterioro de la funcion del injerto en condiciones de
hiperglucemia. La prevencion de la respuesta inmune, utilizando bloqueadores
de CD28:B7 y CD40L:CD40 no fue suficiente para revertir la diabetes en
condiciones de hiperglucemia severa (Makhlouf L y cols., 2003).

Estos resultados parecen aclarar el papel de los niveles glucémicos sobre la
masa beta, dejando de lado el posible efecto per se del tratamiento con insulina.

La toxicidad de la hiperglucemia se ha comprobado en fases tan precoces como
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el tercer dia post-trasplante, generandose pérdidas de hasta el 60 % de la masa
trasplantada, por necrosis y apoptosis.

El aumento de los fenémenos de apoptosis y la reduccion de la masa beta
trasplantada también se presenta con la exposicion de los islotes a una
hiperglucemia crénica (Biarnes M y cols., 2002).

La correccion de la hiperglucemia mejora la sensibilidad a la insulina
(Rossetti L y cols., 1989) y reduce la pérdida por apoptosis de la célula beta
trasplantada, (Biarnes M y cols., 2002), mejorando la evolucion del trasplante de
islotes. La apoptosis inducida por la hiperglucemia se ha demostrado también en
varios modelos de Diabetes tipo 2 (Federici M y cols., 2001; Laybutt DR y cols.,
2002; Maedler K y cols., 2002).

Existen diferentes estudios que demuestran la necesidad de menores
requerimientos de masa beta para mantener la situacion de normoglucemia que
para corregir la hiperglucemia ya existente. Asi, en modelos experimentales con
trasplantes singénicos se obtienen mejores resultados al trasplantar un
determinado niimero de islotes y realizar a los 14 dias una pancreatectomia casi
total que si se realiza en primer lugar la pancreatectomia para trasplantar el
mismo numero de islotes a los 14 dias de la misma (normoglucemia al final del
estudio de 100 % vs 83 %) (Montana E y cols., 1994).

Se ha descrito cierta recuperacion de la masa beta endogena al tratar con
insulina a roedores diabéticos que recibieron un trasplante de islotes pancreaticos
(Hamamoto Y y cols., 2001). No obstante, esta recuperacion es insuficiente para
mantener la normoglucemia en animales diabéticos una vez se retira el

tratamiento insulinico.

155



Hiperglucemia y su correccion en el trasplante alogénico de islotes de pdncreas

El contenido de insulina pancreatico al final de nuestro estudio no mostro
diferencias significativas entre el grupo tratado y no tratado con insulina
subcutinea, aunque fue superior en el grupo tratado, lo que podria confirmar
cierto efecto “regenerador” del tratamiento con insulina sobre la célula beta
enddgena. El contenido de insulina fue, en cualquier caso, claramente inferior al
del grupo control. La hiperglucemia reapareci6 en todos los animales
trasplantados una vez se retird el injerto, lo que descarta la regeneracion

pancreatica endégena como responsable de la normoglucemia final.
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6. OTROS FACTORES QUE MODIFICAN LA EVOLUCION DEL

TRASPLANTE DE ISLOTES

En el fallo del trasplante no intervienen Unicamente factores inmunologicos.
El fracaso del injerto se ha presentado también en el autotrasplante de islotes
(Alejandro R y cols., 1986), lo que sugiere la existencia de otros procesos que
condicionan el resultado final del trasplante.

Los islotes trasplantados son especialmente vulnerables en los primeros dias
después del trasplante (Davalli AM y cols., 1996). Existen diferentes factores
que pueden deteriorar la evolucién en este momento critico: problemas técnicos
secundarios al proceso de trasplante (Kaufman DB y cols., 1988), la reaccion
inflamatoria en la localizacion del injerto, que puede agravarse por el deterioro
de los islotes durante el aislamiento (Rosenberg L y cols., 1999), una masa beta
insuficiente (Montana E y cols., 1993), la hipoxia de los islotes (Dionea KE y
cols., 1993), la hiperglucemia mantenida en el receptor, la ausencia de factores
del pancreas exocrino, cuya funcién es todavia desconocida y que podrian

aumentar la supervivencia del islote trasplantado (Ilieva A y cols., 1999).

6.1. Problemas derivados de la técnica de trasplante

En estadios iniciales del post-trasplante de islotes via porta se han

demostrado efectos adversos relacionados con la contaminacion exocrina de los

islotes, como la hipertension portal, el infarto hepatico e incluso la muerte del
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receptor. En la actualidad estas complicaciones constituyen un hecho
excepcional (Mehigan DG y cols., 1980; Froberg MK y cols., 1997). La
contaminaciéon exocrina de los islotes deteriora, ademds, el proceso de

vascularizacion del injerto (Heuser M y cols., 2000).

La implantacion del injerto bajo la capsula renal evita el riesgo de trombosis
o hipertensién de la vena porta, aunque no la pérdida de islotes como
consecuencia del propio proceso de trasplante. La técnica de aislamiento
empleada en este trabajo, asi como la pesca manual de islotes realizada de forma
repetida, garantiza aceptables condiciones de pureza de los islotes trasplantados,

minimizando los efectos de la contaminacion exocrina.

6.2. Efecto inflamatorio sobre el injerto

6.2.1. Reaccion inflamatoria inmediata

En diferentes modelos de trasplante de islotes se ha demostrado una reaccion
inflamatoria inespecifica en la que los macrofagos y el 6xido nitrico actiian como
mediadores y participan diversas citokinas (Stevens R y cols., 1996; Bottino R y
cols., 1998). Los islotes trasplantados son considerados un cuerpo extrafio por el
organismo del receptor y se genera un fendmeno inmune casi de forma
inmediata. En un modelo de trasplante porcino intraportal se ha observado la

adhesion de plaquetas a la superficie de los islotes con un descenso en los niveles
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de plaquetas circulantes, la secrecion de B-tromboglobulina y la regulacion de P-
selectina, lo que indica activacién plaquetaria. Se forma una seudocapsula de
fibrina alrededor del injerto. Tras la activacion plaquetaria se ponen en marcha
las células polimorfonucleadas y los monocitos, se activan la cascada de
coagulacion (a través de la via intrinseca) y el complemento, con una elevacion
sérica de C3a y C5b-9. La activacion del complemento estimula la secrecion de
citokinas a partir de granulocitos y monocitos y produce la afluencia de estas
células en el lugar de implantaciéon (Baldwin WM y cols., 1995). Estos efectos
conducen a una rapida liberacion de insulina. En este proceso se ha implicado a
mediadores de la activacion plaquetaria como el Ca**, ATP y ADP que son
reconocidos estimuladores de la secrecién insulinica, y al efecto producido por el
complemento. A los 15-30 minutos del trasplante ya puede observarse la
infiltracion de células CD11b y la condensacién de los nucleos de algunas
células beta trasplantadas. Los neutrofilos y monocitos liberan enzimas y
radicales de efecto toxico para el islote (Rabinovitch A y cols., 1996).

En el trasplante intraportal, la reaccion inflamatoria producida cuando los
islotes contactan con la sangre del receptor tiene un efecto deletéreo para el
islote, con un potente efecto inflamatorio inicial seguido de la presentacion del
antigeno y, en una fase mas tardia, la reaccion inmune celular reforzada y
acelerada. La utilizacion de heparina y el inhibidor de complemento sCR-1
(complement inhibitor soluble complement receptor 1) parece inhibir la cascada
de coagulacion y la activacién del complemento, preservando en parte la

morfologia del islote.
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Un estudio secuencial de la histologia de los injertos en ratones ha mostrado
un grado similar de infiltrado monocitico en los trasplantes alogénico y singénico
durante los primeros cuatro dias post-trasplante. A partir del cuarto dia, la
respuesta inmune se hace mas acusada en los aloinjertos. Se concluye afirmando
que la reaccion inflamatoria inespecifica tiene lugar en el post-trasplante
inmediato, mientras que el fenomeno de rechazo actuaria mas tardiamente
(Steiniger B y cols., 1990).

El disefio de estrategias que eviten la reaccion inmunitaria post-trasplante
inmediato puede tener su importancia en la mejoria de los resultados del
trasplante de islotes pancreaticos (Bennet W y cols., 1999). Asi por ejemplo el
cultivo previo al trasplante de los islotes podria aumentar la viabilidad de los
islotes al reducirse el fendmeno inflamatorio inmediato (Johansson U y cols.,
2003).

Utilizando la cépsula renal como localizacion del implante, el contacto
directo de los islotes con la sangre del receptor es minimo, reduciéndose en

cierta medida algunos de los efectos sistémicos comentados previamente.

6.2.2. Rechazo del injerto

Los mecanismos que rodean el rechazo agudo del aloinjerto son
complejos, y el papel exacto de las subpoblaciones de células T que participan
no estd todavia aclarado. Varios estudios han demostrado que las células CD4

son claves en la induccion del rechazo, mientras que otros han identificado la
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activaciéon de CD8 y células T citotoxicas, por un mecanismo CD4 dependiente,
como efectoras del fendmeno de rechazo de aloinjertos incompatibles MHC
clase Iy II (Gill RG y cols., 1989; May BM y cols., 1985).

La ausencia de marcadores clinicos de rechazo agudo hace dificil
reconocer este fenémeno e intervenir sobre él, modificando el régimen
inmunosupresor (Pileggi A y cols., 2001). La hiperglucemia y el aumento de los
requerimientos de insulina podrian ser indicadores de rechazo pero su
inespecificidad los hace poco utiles. Mediante PCR se ha demostrado que el
aumento en la transcripcion de citokinas como IL-2 e IFN-y intrainjerto se
correlaciona perfectamente con la intensidad de la infiltracion leucocitaria y el
grado de destruccion histologica de los islotes. Este proceso es mas evidente en
el dia 8 post-trasplante, confirmando su accidén posterior a la reaccion
inflamatoria inicial. La disminucién del mRNA de preproinsulina en el aloinjerto
podria ser otro parametro indicador del rechazo (O’Connell PJ y cols., 1993).

Sobre un modelo de primate, se ha demostrado que la expresion génica de
linfocitos citotoxicos en sangre periférica se correlaciona con la disminucion en
la secrecion de péptido C, prediciendo el rechazo del aloinjerto de islotes (Han D

y cols., 2002).

6.2.3. Importancia de la inmunogenicidad sobre la respuesta metabdlica

La inmunogenicidad de los islotes trasplantados condiciona el ataque de
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células inmunocompetentes y mediadores inflamatorios. Estos procesos
contribuyen a la reduccién del numero de islotes tras el trasplante. En modelos
experimentales se han practicado diferentes estrategias para disminuir el efecto
inmunogeno del trasplante: el cultivo a 24° C durante 7 dias, la irradiacion
ultravioleta B, la microencapsulacion de islotes y las células beta manipuladas
mediante transferencia génica (bcl-2, adenovirus E3, catalasa, HSP70)  son
algunas de ellas (Benhamou PY y cols., 1998).

La masa beta trasplantada tiene una destacada importancia sobre la
inmunogenicidad. Sobre modelos de roedores diabéticos se ha demostrado que
un menor nimero de islotes trasplantados condiciona una menor respuesta
inmune, reduciéndose la posibilidad de un rechazo agudo del injerto. Se ha
postulado ademas, que si los islotes proceden de donantes diferentes se obtienen
mejores resultados, como consecuencia de una reaccion inmune atenuada (Gotoh
My cols., 1988; Kanai T y cols., 1989). Lacy y cols. demostraron que 50 islotes
de rata trasplantados bajo capsula renal de ratones diabéticos presentaban mayor
supervivencia que 100-300 islotes (Lacy PE. y cols., 1990). Mas recientemente,
y también sobre un modelo de raton diabético, se compard el efecto de
trasplantar 200 islotes bajo capsula renal manteniendo los 200 islotes hasta el
final del seguimiento versus 200 islotes con la retirada de 150 islotes una vez se
restablecia la normoglucemia post-trasplante. Al final del estudio se verificé la
mayor supervivencia de los 50 islotes remanentes en comparacion con la de los
trasplantes de 200 islotes (Ohzato H y cols., 1993).

En este trabajo, si comparamos los grupos de animales trasplantados y

tratados con insulina, se verifico que:
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- Los grupos de 300 y 500 islotes normalizaron la glucemia en el
mismo numero de animales,

- Analizando la prueba de sobrecarga intraperitoneal con glucosa,
el grupo de 300 islotes obtuvo la mejor respuesta, no
encontrandose diferencias con el grupo control. Los animales
trasplantados con 400 y 500 islotes mostraron diferencias
significativas con los controles al analizar diferentes puntos de la
curva. Ademas, en el grupo de 500 islotes, el area bajo la curva
mostrd diferencias con el grupo control, no asi los otros 2 grupos
de 300 y 400 islotes.

- El grupo de 500 islotes mostré también mayores niveles de

HbAlc que el grupo de 300.

Esta peor respuesta de los animales trasplantados con mayor numero de
islotes confirma las teoricas ventajas del trasplante a partir de varios donantes
utilizando un menor numero de islotes. Probablemente el trasplante de una
menor masa beta, suficiente para conseguir la normoglucemia, condiciona una
menor pérdida de islotes como consecuencia de una respuesta inmundgena

reducida, y conlleva una mayor supervivencia del injerto.

6.3. Hipoxia

In vivo los islotes estan ricamente vascularizados. Tras su aislamiento
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mediante digestion con colagenasa, la difusion de oxigeno y nutrientes depende
de la periferia del islote, ya sea medio de cultivo o tejido. Inmediatamente
después del trasplante, esta funcién la ocupan los pequefios capilares que rodean
al injerto y, aunque comienza el proceso de angiogénesis, éste no se completa
hasta los dias 7-10 post-trasplante. Este fenomeno de hipoxia tiene una gran
importancia sobre la supervivencia de los islotes y un efecto inhibitorio sobre la
secrecidn de insulina. Los islotes de mayor tamafio desarrollan areas de necrosis
mas extensas en la zona central, que reducen el umbral de secrecion de insulina
frente a la hipoxia, aunque iniciaimente pueda ser compensado por las células
beta de la periferia del islote (Dionea KE y cols., 1993). El trasplante de islotes
de raton con un tamafio inferior a 250 pum por islote limita el proceso de necrosis
central.
Por otro lado, los islotes sometidos a una mayor concentracion de oxigeno —
hiperoxia — muestran mayor supervivencia y se consiguen la normoglucemia con
trasplantes con menor masa beta (Hughes SJ y cols., 2003).

El trasplante de una menor cantidad de tejido beta reduce la hipoxia de
los islotes (Sayegh MH y cols., 2000). Esto seria una razén mas para explicar los
mejores resultados obtenidos en nuestro estudio al trasplantar 300 islotes frente

al trasplante de 500 islotes.

La biosintesis de insulina depende del metabolismo oxidativo de la

glucosa, muy sensible a la hipoxia. El consumo de oxigeno por las células beta

proximas a los capilares puede incrementarse en situaciones de hiperglucemia
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produciendo una hipoxia severa en los islotes del centro del injerto (Davalli AM
y cols., 1996).
El tratamiento con insulina, evitando la hiperglucemia, reduce la hipoxia

de los islotes y contribuye a la mayor supervivencia del injerto.

En resumen, en ratones alogénicos mantenidos normoglucémicos en el
peritrasplante mediante tratamiento con insulina, se consigue la normoglucemia
con el trasplante de un numero de islotes claramente insuficiente si los animales
permanecen hiperglucémicos. Los resultados metabolicos obtenidos con la
determinacion de HbAlc y el test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa
muestran una mejor evolucion del grupo tratado con insulina y trasplantado con
menos islotes. Segin diversos estudios esto podria deberse a una menor

inmunogenicidad del injerto.

165



Conclusiones



Hiperglucemia y su correccion en el trasplante alogénico de islotes de pdncreas

Conclusiones

Las conclusiones derivadas del presente estudio son:

El prondstico del trasplante alogénico de islotes de pancreas
(expresado como la correccion de la hiperglucemia al final del
estudio), en ratones diabéticos tras estreptozotocina, mejord
cuando los islotes se trasplantaron en ratones mantenidos
normoglucémicos desde el dia 6 pretrasplante hasta el dia 10

postrasplante con tratamiento insulinico.

La normoglucemia en el peritrasplante mantenida con
tratamiento insulinico, permitié reducir el numero de islotes
necesarios para conseguir la normoglucemia mantenida en un

modelo alogénico de trasplante de islotes.

La funcion beta del injerto, determinada mediante el test de
tolerancia intraperitoneal a la glucosa, en los animales que
finalizaron el estudio en situacion de normoglucemia mostro
mejores resultados cuando se trasplanté un menor numero de

islotes, es decir, 300 islotes frente a 500.

La evolucion metabdlica a largo plazo, medida mediante la
determinacion de HbAlc, mostré mejores resultados cuando se
trasplantd6 un menor nimero de islotes, es decir, 300 islotes

frente a 500.
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El mejor control glucémico y la mejor funcion beta en los
animales mantenidos normoglucémicos en el peritrasplante y
trasplantados con menor numero de islotes, hace pensar en
factores como una menor inmunogenicidad que puedan influir

en los resultados.

El contenido de insulina pancredtico en los animales
trasplantados y tratados con insulina fue claramente inferior al
grupo control e insuficiente para conseguir niveles normales de

glucemia al final del estudio.
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- “Diabetes mellitus experimental y aislamiento de islotes de pancreas en
un modelo animal”. Pérez G, Merino JF, Ferrer JC, Herrera C, Piiién F.
XII Congreso de la Sociedad Valenciana de Endocrinologia, Diabetes y
Nutricion. Valencia. Noviembre de 2001.

- “El tratamiento con insulina mejora la evolucién del trasplante alogénico
de islotes de pancreas”. Ferrer JC, Merino JF, Pérez G, Herrera C, Pifién
F. XIII Congreso de la Sociedad Valenciana de Endocrinologia, Diabetes
y Nutricién. Valencia. Noviembre de 2001.

Comunicacion ganadora del premio extraordinario de la Sociedad Valenciana

de Endocrinologia, Diabetes y Nutricion.

“La normoglucemia en los dias que preceden y siguen al trasplante
mejora la evolucion del trasplante alogénico de islotes pancreaticos”.
Ferrer JC, Merino JF, Pérez G, Herrera C, Pifion F. XVI Congreso de la
Sociedad Espafiola de Diabetes. Cadiz. Marzo de 2.002.

- “La normoglucemia en los dias que preceden y siguen al trasplante
reduce el nimero de islotes necesario para conseguir la normoglucemia
tras el trasplante alogénico de islotes de pancreas en el raton diabético™.
Ferrer JC, Pérez G, Herrera C, Ponce JL, Pifion F, Merino JF. XV
Edicion de la Reunién Nacional de la Asociacion Espafiola de Cirujanos.
Valencia. Octubre de 2003.

- “Insulin treatment allows to reduce the number of islets in allogeneic
pancreatic islet transplantation”. Ferrer JC, Merino JF, Pérez-Bermejo G,

Herrera C, Pifion F. Cell Transplant 2003, 12: 849-57.
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