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INTRODUCCITON



Introduccién 1

‘La diabetes mellitus constituye por su prevalencia y morbilidad
asociada y por 1la complejidad terapelGtica en 1los casos
dependientes de insulina, una entidad patoldgica que ocasiona una
importante problemdtica tanto fisica como psicoldgica en la
poblacidén afectada y un gran impacto a nivel social. A raiz de
la introduccién de la insulinoterapia en la practica clinica en
la década de los afios 20, el porvenir de los pacientes diabéticos
dependientes de insulina dejd de ser infausto a corto plazo pero
en cambio se comenzaron a poner de manifiesto una serie de
complicaciones tardias que la mayor longevidad de la poblacidn
diabética permitidé aflorar. El progresivo desarrollo de los
sistemas de elaboracidén y comercializacién de la insulina ha
permitido en las ultimas décadas, sobre la base empirica -
claramente asumida en la actualidad- del papel gque la
hiperglucemia podria -jugar en la patogenia del dafio vascular, la
creciente intensificacidn del tratamiento insulinico con idea de
intentar normalizar la homeostasis glucidica y paliar el
deterioro visceral.

Desafortunadamente este equilibrio metabdlico es demasiado
complejo para lograr ser recreado mediante un sistema tan grosero
como la insulinoterapia exdgena, y ni los avances en la
elaboracidn de insulina y analeogos, ni los sistemas implantables
de infusién, ni la intensificacidén de los métodos de control han
conseguido erradicar suficientemente las complicaciones micro-
macroangiopaticas.

Esto ha alentado el desarrocllo en 1los Gltimos afios de otras
estrategias terapetiticas, tales como la deteccidn diagnodstica en

fases muy iniciales de la enfermedad (prediabetes) y el "frenado"



Introduccidn 2

‘inmunolégico del proceso autoinmune -inmunoterapia- o la
reposicién de la masa de células beta perdida mediante el
trasplante, bien de pancreas como drgano completo vascularizado,
bien de su porcidén endocrina de forma aislada- islotes
pancredticos.

En la actualidad el trasplante de pancreas se ha realizado en mas
de 6000 pacientes, s6lo o en combinacidn con un trasplante renal.
No obstante su morbimortalidad asociada es sustancial cuando se
compara con el trasplante renal aislado (en series del grupo mas
experimentado -Minneapolis- la supervivencia de pacientes al afio
es del 85% en el trasplante combinado frente al 96% del
trasplante renal de donante vivo o el 93% en el caso de donante
de cadaver, incrementandose estas diferencias de un modo
alarmante cuando el paciente es mayor de 45 afios) (Sutherland
1993). La supervivencia del injerto asimismo es mucho mas pobre
gque cuando se compara con el cardiaco o renal (a 1 y 5 afios el
74% y 62% permanecen funcionantes respectivamente). Si a ésto
afiadimos la necesidad de una inmunosupresién crodénica con los
riesgos que derivan de ello no es extraho que surja la necesidad
de otras alternativas de reposicidn de la masa insular gque eviten
estos problemas.

El trasplante de islotes pancreaticos podria ofrecer una serie
de ventajas frente al de o6rgano completo: resulta mucho méas
selectivo, obviando la necesidad de transplantar tejido exocrino,
su morbilidad es minima al tratarse de una técnica que puede
realizarse mediante cateterizacién percutanea, permite
criopreservar el material insular y asi hacer posible un

almacenamiento en bancos de islotes disponibles por tiempo
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"indefinido. Pero, con todo, la principal ventaja tebrica y la que
lo situaria muy por delante de otras técnicas seria la
posibilidad de manipular inmunolégicamente los 1islotes para
hacerles perder su antigenicidad y posibilitar asi una tolerancia
del injerto sin el concurso de drogas inmunosupresoras
permanentes. Pero es aqul donde parecen haber chocado las
expectativas creadas en afios anteriores. Frente a los resultados
experimentales iniciales gque parecian reducir o anular el
potencial antigénico mediante diversas técnicas que se detallaréan
en el contenido de este trabajo, el islote se ha venido a
caracterizar como especialmente inmunogénico a pesar de los
importantes avances en el proceso de purificacién e incluso de
inmunocaislamiento y hasta el momento actual no ha sido posible
la tolerancia al injerto en humanos sino con una importante
combinacién de inmunosupresores.

A pesar de estas dificultades es tal el empefio en vencerlas que
todo hace suponer que en los proximos afios se producirén
innovaciones en este campo que ayuden a combatir los problemas
de rechazo gque ahora se plantean.

El trabajo gue agquil se expone no es sino un abordaje parcial al
problema de la tolerancia del injerto insular en experimentacién
animal. Si bien los aspectos relacionados c¢on el rechazo
inmunolégico son miltiples y complejos, asi como la forma de
acercarse a ellos, pensamos gue cualguier profundizacidn en este
tema puede aportar una serie de datos y reflexiones gque, sumados
a otros tantos, contribuya a un mejor conocimiento y a resolver
los problemas planteados en la tolerancia inmunolégica en el

trasplante de islotes pancreidticos.
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Actualizacidn del tema 5

AISLAMIENTO DE ISLOTES PANCREATICOS

La posibilidad del trasplante de islotes pancredticos como
alternativa al de Organo completo vascularizado ya estaba
presente a principios de siglo (Ssobolew 1902). En la década de
los afios 50 se realizaron una serie de estudios que demostraron
gue la vascularizacidén inmediata no era esencial para el
trasplante de tejido endocrino {Browning y col. 1951, Brooks y
col. 1959). No obstante los primeros intentos de trasplante de
fragmentos pancreaticos no ofrecieron resultados positivos debido
a la autodigestidén de que era objeto el injerto por parte de las
enzimas exocrinas. La dispersién de 1los. islotes dentro del
pancreas y su escasa presencia relativa (1-2% del volumen
glandular total) constituia un gran problema a la hora de obtener
tejido insular viable.

El proceso de aislamiento de islotes de Langerhans comenzé a
desarrollarse en la década de los afios 60 coincidiendo con 1la
introduccién de 1la colagenasa comc medio para producir 1la
liberacidén de los 1islotes del tejido exocrino circundante
(Moskalewsky 1965). Un importante paso fue el dado por el grupo
de Lacy al provocar una distensién previa del péncreas mediante
la inyeccién intraductal de solucién de Hank (Lacy y Kostianovsky
1967), tras lo cual el pancreas era desmenuzado con tijeras e
incubado en una solucidn de colagenasa. Este método permitia
obtener islotes intactos que podian ser separados del resto del
material resultante del proceso de digestién. No obstante la
obtencién de suficiente nimero de islotes con vistas al

trasplante constituia un problema de orden practico. Por ello
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‘comenzaron a desarrollarse métodos de separacidn de los islotes
mediante la centrifugacién en gradientes de densidad.
Inicialmente se utilizd sacarosa como medio para la constitucidn
de estos gradientes, siendo posteriormente sustituida por otros
medios entre los que destacd la solucidn de Ficoll (Ballinger y
Lacy 1972), que se convirtié en la mas usada durante las
siguientes décadas.

La implantacion de la técnica de Lacy y Kostianovsky hizo posible
el desarrollo de un importante nimero de estudios metabdlicos,
inmunolégicos y de trasplante en roedores. Desafortunadamente los
intentos de extrapolar estas técnicas a mamiferos superiores
incluido el humano no ofrecieron los resultados esperados en
cuanto a nimero, pureza y viabilidad insular. La naturaleza mas
compacta del péncreas de los mamiferos dgrandes dificultaba 1la
distensidn del pancreas mediante la solucién de Hank. Esto se
soluciondé parcialmente al sustituir dicha solucidén por 1la
inyeccién intraductal de colagenasa, lo cual consiguid mej6¥ar
el aislamiento de islotes en perros (Horaguchi y col. 1981),
humanos (Gray y col. 1984), monos (Gray y col. 1986) y cerdos
(Ricordi y col. 1986}).

A causa de esta importante mejora del aislamiento de islotes en
mamiferos grandes, la inyeccidn intraductal de colagenasa se

introdujo también en ratas (Sutton y col. 1986).
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DIGESTION CON COLAGENASA

El analisis histoldégico del pancreas de diversas especies muestra
una estructura glandular compuesta por una fina malla de
fibrillas de colageno tipo 3 que unen los acinis entre si y éstos
con los islotes. Ademds, condensaciones mucho mds densas de
tejido fibroso que contiene coldgeno tipo 1, 3 y 5 forman los
septos interlobulillares y rodean los vasos sanguineos y ductus,
al igual gue la cépsula pancreatica (McShane y col. 1990). El
contenido fibroso es mucho mayor en mamiferos grandes en
comparacidn con los roedores.

La inyeccidn intraductal de colagenasa resulta en una dispersidn
de la solucidn a través de toda la glandula que produce una
distensidén del pancreas y una ruptura progresiva del tejido
fibroso interacinar y de la capsula periislote, dejando intacta
el tejido fibroso intraislote si.la incubacidén no se prolonga
excesivamente. Los septos interlobulillares, zonas perivasculares
y capsula pancreatica se afectan en menor medida (Van Suylichem
y col. 1987) por la accién de la colagenasa.

De esta forma los islotes son liberados de sus conexiones
fibrosas con los acinis, pero para liberar a los islotes de los
septos interlobulillares y cidpsula es preciso potenciar el efecto
de la colagenasa mediante una agitacidn mecanica. La incubacidn
no debe prolongarse una vez consequida la liberacidn de los
islotes para evitar que estos se fragmenten por la afectacién del

tejido fibrosc intraislote.
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PURIFICACION DE ISLOTES

Tras el proceso de digestidn, una vez liberados los islotes del
resto de 1la estructura pancreatica, debe llevarse a cabo una
serie de procesos encaminados a conseguir unos islotes
maximamente purificados. El1 objeto de ello es mejorar 1la
implantacidén de los 1islotes y reducir la inmunogenicidad del
injerto. Por otra parte, cualquier manipulacidn inmunoldgica
previa al trasplante exige trabajar con preparaciones de islotes
altamente purificados.

Desde la implantacidén de la técnica de Lacy y KostianowsKky en
1967 para el aislamiento de islotes de rata, la cual utilizaba
gradientes de densidad discontinuos preparados con diferentes
soluciones de sacarosa, el sistema empleado por la mayoria de los
grupos de investigacidn para la purificacidén de los islotes ha
sido precisamente este sistema, es decir, 1la separacidn
isopicriica mediante gradientes de densidad preformados. Lo que
ha ido variando con el tiempo ha sido el medio utilizado para
formar estos gradientes.

La separacidn celular por centrifugacidn se basa en diferencias
de densidad o en diferencias de velocidad de sedimentacidn. Los
dos determinantes mayores en la tasa de sedimentacidén de una
célula en un medio determinado son su diametro y la diferencia
de densidad entre la célula y el medio. La sedimentacidn por
velocidad se consigue centrifugando células durante un tiempo
determinadoe en un gradiente con una densidad lo mas alejada
posible de la de las células que se pretenden separar.

Por contra, la separacidn dependiente de la densidad o isopicnica
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'se consigue centrifugando durante el tiempo y a la velocidad
necesarios para sedimentar las células en la fase donde su
densidad sea igual a las del gradiente correspondiente. Las
células de los acinis pancreaticos son uno de los pocos tipos de
células que pueden separarse de forma eficaz mediante
centrifugacién isopicnica. La separacidon Iisopicnica produce
desiguales resultados en células pancreaticas de especies
diferentes. Mientras gque en roedores se consigue . de forma
bastante eficaz, en humanos es mas dificultosa dadeo gue tanto 1la
densidad como el didmetro celular del tejido exocrino, y en menor
medida los 1islotes, cambian de una preparacidén a otra,
produciéndose con frecuencia solapamientos en la diferenciacién
de 1los tejideos exocrino y endocrinc y determinando unas

preparaciones impuras.

Los islotes humanos varian normalmente entre las 15 y 500 micras
de diametro y su tamafio, al igual que el de las células acinares,
se ve afectado por el proceso de digestidén con colagenasa. La
densidad media de los islotes humanos en condiciones fisiolégicaé
de osmolaridad es de 1.059 g/ml mientras que el del tejido
exocrino varia entre los 1.059 y 1.074 g/ml. La densidad del
tejido exocrino es variable en funcidn del estatus secretorio de
las células acinares. Su gran capacidad de sintesis y almacenaje
proteico hacen que, en presencia de un estimulo secretorio, 1la
degranulacidén y liberacidn de sus productos de secrecidén hace que
disminuya la densidad celular respecto a condiciones basales.

Otras causas de la variacidn de densidad del tejido exocrino son

la formacidén de agregados celulares por la accién de 1la
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colagenasa Yy la heterogenicidad del tejido (acinar, ductal,
centroacinar). Por tales motivos se han ideado varias férmulas
destinadas a mejorar la separacidn isopicnica, como prevenir o
minimizar la degranulacién de las células exocrinas y el edema
de las mismas. Asimismo la fase de digestidn con colagenasa debe
ser lo mas corta posible para evitar una sobreactuacidén de la
enzima una vez conseguida una separacién adecuada de los islotes,
al tiempo que se deben evitar temperaturas superiores a los 392(C,
minimizar al trauma fisico, etc.

La utilizacidén de dgradientes de densidad hiperténicos parece
aumentar la densidad del tejido exocrino, incrementando por tanto
la diferenciacién de densidad respecto a los islotes (Olack y
col., 1991}).

El lavado y almacenaje del producto de digestidn pancreatica en
solucidn UW-previo al proceso de gradientes disminuye el edema
tanto del tejido acinar como del endoc}ino, aumentando por tanto
la densidad de ambos aungque proporcionalmente mas en el primero,
con lo que se consigue mejorar la purificacidén (Van der Burg y

-

col. 1990).
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Medio para los gradientes de densidad

Han sido descritos, tal como vimos anteriormente, una serie de
medios para la constituicidén de los gradientes de densidad
utilizados en la purificacidén de los islotes, entre los que se
encuentra la sacarosa (Lacy y col. 1967), Ficoll {Lindall y col.
1969) , Ficoll dializado (Scharp y col. 1973), Ficoll hypaque
(Tze y col. 1976), metrizamida (Raydt y col. 1977), Percoll
(Buitrago y col. 1977), Ficoll cConray (Okeda y col. 1979),
dextrano (Hehmpke 1986), albimina bovina sérica (BSA) (Lake y
col. 1987), Ficoll-diatrizoico y Nycodenz (Hering y ceol. 1990).
En la purificacidn de islotes humanos los medios mas utilizados
han sido el Euroficoll y la BSA hipertdnica (500 mosm/kg de H,0).
Las ventajas de uno u otro han sido motivo de debate, tal como
refleja la literatura (Lake y col. 1987, James y col. 1990). La
solucidén de Ficoll tiene las ventajas de formar soluciones méas
claras y no derivar de fuentes animales pero provoca agregacidn
celular. La BSA en cambio tiene un efecto protector de las
celulas y minimiza la agregacién de éstas; en cambio su
procedencia bioldgica favorece la contaminacidén. Ademds su
osmolaridad puede ser variable en funcién del lote utilizado.
Tomando las necesarias precauciones con uno u otro, ambos medios

se muestran altamente eficaces en la purificacién de los islotes.
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VALORACION DEL AISLAMIENTO DE ISLOTES

Se han propuesto varios procedimientos para la valoracidén del
aislamiento de islotes. En ausencia de unos criterios
estandarizados, la interpretacidn y comparacién de resultados es
tarea imposible. Por ellc, en el 22 Congreso sobre Trasplantes
de Pancreas e Islotes (Minneapolis 1989) se desarrolld un
consenso de criterios de valoracidén del aislamiento de islotes

en grandes mamiferos, incluido humanos (Ricordi y col. 1990).

Numero, volumen y pureza

Dada la tendencia a la sedimentacién de los islotes una vez
aislados y formada la preparacién, es precisc provocar una
suspensidén homogénea previa a la toma de la muestra para
determinar el nimero y pureza. Para evitar erroreé de recuento
es preferible recoger varias muestras a modo de alicuotas para
calcular estoé parametros.

Aungque es posible distinguir los islotes del tejido exocrinoc con
microscopio, sé recomiendé utilizar un método de tincidn rapido
y especifico tal como la ditizona (Latif y col. 1988). Este
colorante se une al zinc de la molécula de la insulina contenida
en los granulos de secrecidn de la cé&lula beta tifiéndola de un
color rojizo de modo due los islotes son facilmente
diferenciables y contables.

Debido al diferente tamafio de los islotes, cuyos didmetros pueden
variar entre las 15 y 500 micras, se ha estipulado un diametro
medio de 150 micras para lograr una normalizacién de criterios

a la hora de establecer un recuento de islotes. A esta medida
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estiandar se le denomina nlimero equivalente de islotes (EIN).
Utilizando unos factores de conversi6tn se unifica como EIN el
recuento de islotes en funcidén del tamafio de éstos. Para lograr
este propésito se dispone de unas rejillas graduadas gque se
colocan en el visor del microscopio. Como alternativa se puede
calcular el namero total de islotes a partir del volumen total
de la preparacidén .

Otros sistemas més sofisticados incluyen métodos automatizados
gue utilizan analizadores de imagen computarizados que, si bien
son mis objetivos, afaden una complejidad y costo excesivo al
proceso.

Para valorar la pureza de la preparacidn se han propuesto varios
métodos. Entre ellos el cociente insulina/ amilasa y ciertas
ecuaciones algebraicas. Otros sistemas mas selectivos son las
tinciones especificas y los anticuerﬁos monoclonales, aundgue el
método con mas implantacién lo constituye por su sencillez la
utilizacién de ditizona como marcador de los islotes permitiendo

valorar de forma aproximada la pureza de los islotes obtenidos.
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-viabilidad de los islotes

Los estudios de viabilidad celular en general incluyen andlisis
de integridad de la membrana celular, incorporacién de
nucledtidos, contenido enzimaticeo y cociente respiratorio, los
cuales constituyen propiedades anabdlicas o catabdlicas de las
células. En el caso de los islotes los estudios fisioldgicos
incluyen mediciones de biosintesis y secrecidén de insulina en
respuesta a diferentes estimulos, andlisis de respiracidn
celular y de permeabilidad de membrana. Este dltimo es
especialmente Gtil en la valoracidn previa al trasplante debido
a su escasa complejidad y rapidez de determinacién. Existen
ciertos colorantes como el rojo neutro y el azul de tripano que
tifien respectivamente de modo selectivo células vivas y células
muertas {(Gray y col. 1983).

Los contrastes fluorométricos de inclusién y exclusidén han sido
utilizados simultaneamente para valorar la proporcidn de células
intactas y dafiadas de la preparacién. El acetato de fluoresceina
(FDA) atraviesa libremente la membrana de las células vivas vy,
tras hidrolizarse a fluoresceina libre, queda atrapada en 1la
membrana intacta. La naranja de acridina (NA) también es
permeable a través de la membrana intacta originando una
diferenciacién de las células vivas. La combinacién de estos
colorantes de inclusidn con otros de exclusidédn como son el
bromuro de etidio (BE) y el yoduro de propidio (YP) han sido
extensamente utilizados en estudios de viabilidad insular,
tifiendo selectivamente las células vivas y muertas con una

coloracién diferente (Gray 1987, Bank 1988).
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- Estudios in vitro

La obtencidén de un gran nimerc de islotes de elevada pureza,
siendo de gran importancia, no es condicidn dnica para un proceso
de aislamiento exitoso ya gue durante dicho procesco puede
resultar afectada el funcionamiento del islote aunque persista
éste como un elemento viable. Es por tanto importante analizar
la capacidad de 1la célula beta para responder a estimulos
secretorios, o bien valorar otras funciones celulares para
aseverar la integridad funcional de la masa insular.

Entre los métodos utilizados para este fin destaca la medicidn
de la liberacidn de insulina, bien tras estimulacidén secuencial
con distintas concentraciones de glucosa- incubacidn estatica
(Ashcroft y col. 1971} o en el senoc de un sistema de perifusién
continuo (Lacy y col. 1976). Otros métodos son la medicidén de la
tasa de oxidacidén de la glucosa, de la utilizacién de 0, o de la
sintesis prcteica (insulina).

El sistema de perifusidén provee un perfil dindmico de 1la
liberacidén de insulina mediada por. la glucosa a partir de la
insulina almacenada y sintetizada "de novo" y de la capacidad de
regulacién de la secrecidén segin la variacidén del nivel de
estimulacidén (Devalli 1991). De un modo esguemdtico, 1la
perifusidén consiste en reunir grupos de 200-300 islotes dentro
de unas camaras porosas por donde fluye un liquido (generalmente
Krebs- Ringer) a una determinada velocidad y presidn, enriquecido
con glucosa a 50, 100 y 500 mg/dl segin las diferentes fases. El
efluyente de las cé&maras es analizado periddicamente durante cada

una de las etapas y se determina su contenido en insulina

mediante RIA.
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Aunque la perifusidén aporta datos muy importantes a la hora de
evaluar la funcionalidad del islote, estos no aseguran de forma
contundente una adecuada implantacidén y funcién de los islotes
tras el trasplante (Rajotte y col. 1989). Por tanto, la prueba
definitiva de 1la integridad funcional de los islotes 1lo
constituye la correccidén de la hiperglucemia de un receptor
diabético al gque se han trasplantade un nimero de islotes
adecuado, lo cual atestigua tanto la integridad funcional como
la viabilidad necesaria para lograr la implantacién en un lugar
heterotdpico del tejido insular. Cuando el sitio de implantacién
corresponde a un 6rgano no vital o, cuando menos prescindible,
como es el caso del espacip subcapsular renal, la extirpacidn del
drgano vratificard el origen de 1la secrecidn insulinica,.
revertiendo el animal a su estado diabético previo. En el caso
del implante hep&tico esto no es posible sin sacrificar al animal
Yy proceder a un estudio inmunohistoquimico hepatico usando
anticuerpos anti-insulina aunque es posible una valoracién
indirecta mediante la determinacién de 1insulina plasmatica
simultanea en vena cava, porta y suprahepiticas y valorando el

gradiente de su concentracidén (Alvarez y col. 1994).
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Estudios in vivo

Para valorar in vivo la viabilidad de una preparacién de islotes
sin afiadir problemas relacionados con ei rechazo del trasplante
hay que recurrir al modelo singénico en roedores o al trasplante
autdélogo en mamiferos grandes. En el caso de islotes humanos se
han llevado a cabo trasplantes a ratones atimicos (Povlsen y col.
1974), los cuales padecen un defecto del sistema inmune debido
a una aplasia timica gue les hace aceptar teijido xenogénico sin
problemas de rechazo (Mandel y col. 1984, Lake y col. 1989).
Varios dgrupos han demostrado la reversibilidad de 1la
hiperglucemia en modelos de experimentacidén atimicos con diabetes
inducida tras un trasplante Xenogénico (Buschard y col. 1976,
Tuch y col. 1984) aunque 1la valoracién del mismo se ve
dificultada por la gran morbilidad y la pobre supervivencia de

estos animales tan inmunocomprometidos.
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ISLOTES FETALES

El pancreas fetal tiene la ventaja sobre el adulto de gue posee
un bajo contenido en enzimas exocrinas y una mayor proporcion de
islotes frente a otros tipos celulares, presentando asimismo una
capacidad de replicacidén mayor que los islotes adultos, con el
consiguiente incremento de la masa insular que se debe tanto a
hiperplasia como a hipertrofia celular. Entre sus desventajas,
presentan una pobre capacidad de 1liberacidén de insulina en
respuesta a la glucosa y a otros estimulos probablemente debido
a la inmadurez de sus enzimasrmitocondriales (Maitland y col.
1980). Esta inmadurez de la célula beta fetal es la responsable
de que el trasplante de islotes fetales no sea funcionante hasta
varias semanas o meses tras el mismo (Ricordi y col. 198é). En
lo referente a su capacidad antigénica, contrariamente a lo que
en un principio se creia, los islotes fetales presentan uh alto
grado de inmunogenicidad. El pancreas fetal presenta antigenos
de histocompatibilidad de %ipo I en la ﬁay&ria de sus estructuras
celulares y de tipo II en las células dendriticas y linfocitos
aunque no en el endotelio vascular (Danilovs y col. 1982).
Estudios en roedores sometidos a trasplante isogénico de islotes
fetales han demostrédo una diferenciacidén del tejido endocrino
postrasplante mientras que el tejido exocrino pierde su
viabilidad (Mandel y col. 1979). El contenido en insulina del
injerto aumenta progresivamente tras el trasplante y los niveles
de glucosa se normalizan a las 3 a 12 semanas. El1 tratamiento
insulinico postrasplante y el cultivo previo de los islotes

durante 9 a 23 dias reduce de forma importante el niamero de
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pancreas necesarios para un trasplante eficaz (Brown y col. 1981,
Collier y col. 1984). El1l lugar de implantacidén mAs adecuado
parece ser bajo la cépsula renal.

Los 1islotes fetales humanos se han utilizado de forma
experimental en el trasplante a ratones atimicos diabéticos
demostrando que fuera de su ambiente habitual siguen mostrando
una capacidad de crecimiento del tejido y una funcionalidad
correctas si se evita el fendmeno de rechazo (Hullet y col.

1987).
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PREBERVACION ¥ ALMACENAJE DE ISLOTES

La preservacién de la masa insular ha sido posible gracias al
desarrollo de las técnicas de cﬁltivo. Los islotes de roedores
mantenidos en cultivo durante dias o semanas pueden sintetizar
y secretar insulina en respuesta a estimulos apropiados (Anderson
y col 1977, Nakagawara y col. 1978). Los islotes de roedores
mantenidos mediante cultivo en una fase gaseosa conteniendo un
90-95% de oxigeno a 242C han demostrado su capacidad para
revertir la diabetes tras su implante singénico o alogénico
(Bretzel y col. 1981, Scharp y col. 1974). E1 cultivo durante un
minimo de 7 dias ha demostrado ademd&s la ventaja de reducir la
inmunogenicidad de los islotes al conseguir una eliminacién de
las células presentadoras de antigenos (Lacy y col. 1979).

Mientras que las técnicas de cultivo se utilizan de forma
habitual para periodos de preservacién intermedia, cuando se
pretende un almacenaje de los islotes superior a los 7-14 dias
se debe recurrir a la criopreservacidén. Durante el almacenaje a -
1902C la actividad funcional de la célula se reduée de tal forma
que, teéficamente, el impacto sobre la viabilidad celular durante
afios seria minima (Kneteman y col. 1990). Islotes de roedores han
sido criopreservados de forma satisfactoria por varios
investigadores tal como ha sido demostrado mediante estudios in
vitro e in vivo (Bank y col. 1979, Sandler y col. 1986).
Igualmente ha sucedido con islotes de mamiferos grandes y de
humanos (Warnock y col. 1987, Rajotte y col. 1983). A pesar de
los evidentes progresos en la criopreservacién de islotes

pancreaticos, existe afn una considerable controversia en 1lo
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referente a las condiciones ©éptimas necesarias para este
procedimiento si bien en la mayoria de los casos la mejor
viabilidad funcional ha sido obtenida con tasas de congelacién
lenta (menor o igual a 0.32C/min), Jjunto a una rapida
descongelacidén, del orden de 150-200 ¢C/min. (Rajotte y col.

1992)



Actualizacién del tema 22

SITIO8 DE IMPLANTACION

En experimentacidén animal se han ensayado varios sitios de
implantacidén de islotes con distintos grados de efectividad.
Métodos como la embolizacidn de islotes en pulmdn a través de una
vena sistémica, inyeccidén directa en higado o bazo, tejido
subcutaneo, intramuscular, intrapancreético, intraprostatico,
etc. se han mostrado poco efectivos (Sutherland 1981). Otros
lugares con mejor grado de implantacién han sido 1la via
intracerebral o intraventricular, la camara anterior del ojo, la
embolizacidén esplénica via vena esplénica, el testiculo y 1la
cavidad peritoneal, aunque los lugares mas ventajosos y mas
estudiados han sido con diferencia la embolizacidén hepdtica via
intraportal y el espacio subcapsular renal (Kemp y col. 1973,
Koncz y col. 1976). Ambos sitios estédn altamente vascularizados
y permiten una buena eficiencia metabdlica de los islotes
trasplantados. Si bien el espacio subcapsular renal ha sido
considerado como un sitio inmunclégicamente privilegiado (Woehrle
y col. 1990), la inyeccidn intraportal ofrece la ventaja de poder
llevarse a cabo en mamiferos grandes y humanos a través de la
permeabilizacion de la vena umbilical, disminuyendo de esta forma
la morbilidad quirdrgica de forma importante. Incluso 1la
inyeccidén de los islotes en higado puede ser efectuada mediante
puncidén +transparietal, con la sola ayuda de un radidlogo

intervencionista, eludiendo de esta forma la cirugia.
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PREVENCTION DEL RECHAZO EN EL ALOTRASPLANTE

Los islotes pancreaticos son altamente susceptibles a 1los
mecanismos de respuesta inmunoldégica del receptor de un
alotrasplante por lo que son destruidos a los pocos dias de su
implantacién. Aungue se ha atribuido una cierta condicidén de
privilegio inmunolégico a ciertos lugares de implantacién como
el espacio subcapsular renal en roedores, lo cierto es gque un
alotrasplante de islotes adultos frescos sera rechazado
rapidamente si no se toman medidas para evitarlo. Para hablar de
rechazo deben reunirse una serie de condicionamientos previos que
eviten una falsa interpretacidén de agquél, como son un himero
adecuado de islotes trasplantados, un lugar apropiado, y la
existencia de normoglucemia previa antes de gque ocurra el

rechazo.

1. TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR DEIL RECEPTOR

En el alotrasplante de islotes en roedores han sido utilizados
varios agentes inmunosupresores y diversos protocolos de

inmunosupresidn.

CICLOSPORINA

La ciclosporina (CsA) es un derivado flingico con una estructura
undecapeptidica ciclica y un peso molecular de 1.203, que ejerce
sus efectos esencialmente sobre las subpoblaciones linfocitarias
relacionadas o inducidas por 1los linfocites T helper o

facilitadores (fiqura 1).
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Las células B, macréfagos, granulocitos y células NK (natural
killer) no muestran un funcionalismo alterado en presencia de
CsA.

Aungue la administracién de CsA al tiempo del contacto
antigénico, previamente a la activacién de las células B, suprime
‘la- produccidén de anticuerpos, la respuesta en marcha no resulta
alterada (Borel y col. 1977}.

.Por contra, sus efectos inhibitorios directos sobre la respuesta
de las células T han sido claramente demostradas in vitreo (Borel
1976, Hess y col. 1980). Al igual que con la produccidn de
anticuerpos, la supresidn sélo ocurre cuando la droga se halla
presente en las primeras etapas de la respuesta inmunolégica. Las
funciones efectoras de las células T citoliticas o supresoras
activadas no resultan alteradas.

L.a CsA inhibe la produccidn de interleukina 2 por poblaciones T
helper en diversos modelos experimentales. La supresidén de la
rproliferacién y 9generacidén de 1linfocitos T citotdxicos en:
cultivos mixtos de linfocitos primarios y secundarios se asocia
con una dramatica inhibicién de la produccién de interleukina 2

{({Hess y col. 1982).
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GRAFICA 1. Efectos de la ciclosporina sobre la activacidn de las
células T. CsA impide la proliferacién tanto de los linfocitos
T citotdxicos como de los facilitadores (helper), al tiempo que
suprime la produccidn de interleukina 2 por las poblaciones T
helper. Ademis de estas acciones favorece la diferenciacién y el
mantenimiento de las subpoblaciones T supresoras activadas por
el alecantigeno (las barras representan los pasos de la cascada
inmunoldgica gue son blogueados por CsA).
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Ademds de la depresidn de la funcidén de las células T helper
inductoras y de la inhibicidén de la produccién de interleukina
2 con la subsecuente abolicidn de la proliferacidén de las células
T citotdxicas, la CsA proporciona un ahorro de las subpoblaciones
T supresoras (Hess y col. 1981), de forma que dosis de CsaA
capaces de suprimir de forma marcada la induccidon de células T
citoliticas permiten la diferenciacidén de células T supresoras
‘activadas por el aloantigeno, Jjugando estas células supresoras
un papel primordial en el mantenimientoc de la tolerancia al

injerto (Cohen y col. 1984, Kupiec-Weglinski y col. 1984).

Farmacocinética

Absorcidén: Debido a su baja hidrosolubilidad la administracién
oral de CsA debe ser efectuada mediante una solucidén oleosa. La
absorcién comienza entre 30 y 60 minutos tras la ingestidén y se
alcanzan las mayores  concentraciones plasmaticas entre las 3.y
las 4 horas. La biodisponibilidad por via oral corresponde a un
20 a 50% de la conseguida tras la administracién endovenosa de
la droga.

Distribucidén: La CsA se une fuertemente a las proteinas
plasmaticas, especialmente a las lipoproteinas, de modo gue un
90% de la dosis plasmatica total se halla unida a ellas. En un
rango entre los 50 y los 500 ng/ml la unién de la molécula a las
proteinas parece incrementarse de forma lineal. Debido a su alta
liposolubilidad su afinidad a 1los tejidos es muy alta.
Inicialmente se fija a higado, rinbdn, pancreas, suprarrenales,

timo, tircides y grasa perirrenal pero conforme se continua su
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administracidon comienza a fijarse a piel y tejido graso. La
distribucién compartimental de la droga asi como su eliminacidn
puede asignarse a un modelo triexponencial, con vidas medias de
0.1, 1.1 y 16 horas.

Metabolismo: Las rutas de biotransformacién parecen ser similares
en todas las especies estudiadas. CsA es lenta pero extensamente
metabolizada en higado por el sistema enzimdtico citocromo P-450,
Ademds de la molécula madre se han detectado numerosos
metabolitos de los cuales 9 han sido aislados e identificados en
sangre total. Todos conservan la estructura oligopeptidica
ciclica de la molécula madre intacta. Las modificaciones
estructurales consisten en monok y dihidroxilacién y N-
dimetilacién en varios sitios de la molécula. En el momento
presente no gueda totalmenfe.aclarado sl la nefrotoxicidad de la
CsA es el resultado de los niveles toéxicos de la molécula madre,
de los metaboiitos_o de una combkinacidn ae ambos.

Eliminacidén: La ruta principal de eliminécién de la CsA y sus
metabolitos es la excrecidn biliar. Solo un pequefio porcentaije,
cercano al 6% de la droga se elimina por orina, del cual
inicamente un 0.1% corresponde a la molécula intacta.

La toxicidad de la CsA, especialmente la renal y hepatica, junto
con la variabilidad intra e interindividual en su farmacocinética
hacen gue la monitorizacién de 1los niveles plasmaticos del
farmaco sean de crucial importancia a la hora de conseguir unos
niveles terapelticos eficaces evitando a la par sus efectos

colaterales.

La determinacidn de la CsA plasmética puede realizarse mediante
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métodos de radio o enzimoinmunoandlisis (RIA o EIA) o HPLC
(cromatografia liquida de alta presidén). En la pasada década los
inmunocandalisis han ido evolucionando, pasando de la utilizacidn
de anticuerpos policlonales no especificos gue median tanto la
molécula nativa de CSA como sus metabolitos, a anticuerpos
monoclonales especificos con una alta reproducibilidad de 1la
molécula nativa gque guarda una estrecha correlacidn con 1los
resultados obtenidos mediante HPLC. La idoneidad de uno y otro
método ha sido motive de controversia (Helt y col. 1984,
Woloszczuk y col. 1984, Rosenthaler y col., 1990) aungue el RIA
ha tenido una mayer implantacién en base a su mayor
disponibilidad y su menor coste, junto al conocimiento de los
efectos nefrotdxicos que poseen los propios metabolitos de 1la
droga, detectados como se ha dicho por ciertos RIA pero no por
HPLC. No obstante hay situaciones gue hacen preferible 1la
utilizacidn de HPLC., En situaciones de insuficiencia hepatica o
administracion concomitante de farmacos inductores o inhibidores
de la actividad enzimatica microsomal hepatica se pueden producir
cambios importantes en la biotransformacién y eliminacidédn de CsA
y de sus metabolitos que pueden afectar la lectura de los niveles
sanguineos de la droga mediante RIA, siendo en estos casos mis
adecuado la medicidn exclusiva de la molécula nativa mediante
HPLC. Fuera de estos casos la monitorizacién de la CsA en sangre
puede ser realizada con gran fiabilidad mediante inmunoandlisis

(RIA o EIA) que utilizan anticuerpos monoclonales.
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OTROS8 INMUNOSUPRESORES

Corticoides, azatioprina, ciclofosfamida, FK506, suero Yy
gammaglobulina antilinfocitica (ALS, ALG) o antitimocitica (ATG),
OKT3, deoxispergualina y anticuerpos monoclonales especificos
anti-Cbh4 y anti-CD8 han sido empleados solos o en asociacidn
{Sutherland 1981, Xneteman y col. 1989) en el alotrasplante
experimental.

Aunque con varios protocolos de alguno de estos agentes, solos
o en combinacidn, se ha conseguido una cierta prolongacidén de 1la
normoglucemia, una reversibilidad indefinida de la diabetes ha
sido lograda con mucha menos frecuencia.

En roedores ha mostrado su eficacia el emplec de preparaciones
de anticuerpos policlonales (ALS, ALG, ATG) tanto en el
alotrasplante (Beyer y Friedman 1979), como en el xenotrasplante
rata— ratén (Barker y col. 1%977), si bien en mamiferos grandes
no han resultado efectivos.

Recientemente ha sido descrita la accién sinérgica y potenciadora
de la combinacidén ciclosporina- rapamicina en el alotrasplante
insular, con la ventaja afiadida de una minimizacién de 1la
toxicidad derivada de la menor dosis necesaria (Yakimets y col.
1993) .

15-deoxispergualina es un nuevo agente inmunosupresor que inhibe
varias funciones macrofdgicas. Su utilizacidén en la induccién de
inmunosupresidn puede reducir el dafo de los islotes mediado por
macrdéfagos en el proceso de implantacién (Walter y col. 1987).

Deben considerarse los efectus negativos que pueden acarrear

ciertos agentes. Asi, ios glucecorticoides provocan



- Actualizacidén del tema 30

insulinorresistencia, la azatioprina parece inhibir la liberacién
de insulina. La droga FK 506, gue ha demostrado su eficacia en
la prevencidn del rechazo, también parece tener efectos negativos
sobre la funcionalidad del islote (Yasunami y col. 1990).
Igualmente la CsA puede afectar negativamente la secrecidn de
insulina y la implantacidén de la masa insular (Viviani y col.
1989, Rooth y col. 1989, Anderson y col 1984)

Por tanto, al menos con vistas a ensayos clinicos, son precisas
otras estrategias de intervencidén inmune para intentar mejorar

la efectividad del trasplante.
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2. INDUCCTON DE TNMUNOTOLERANCIA

Se han desarrollado diversas estrategias experimentales para
lograr un estado de tolerancia del receptor tales como la
inyeccién de antigenos del donante (Vialettes y col. 1978), la
inyeccién de médula ésea tras radiacidén total subletal (Kramp y
col. 1975) o la inyeccién intratimica de islotes junto a suero
antilinfocitico (Posselt y col. 1990). Esta dltima permite la
tolerancia indefinida de un ulterior trasplante extratimico el
mismo donante.

Aunque algunos de estos protococlos han sido exitosos en
experimentacidén animal, las condiciones en que se llevan a cako
o la naturaleza de la intervencidén misma hacen gque sean

irreproducibles en humanos por lo que pierden su interés clinico.
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3.ALTERACION DE LA INMUNOGENICIDAD DEL INJERTO

La consideracidén del papel determinante gue Jjuegan las células
presentadoras de antigenos o leucocitos pasajeros en la induccidn
del proceso de rechazo ha motivado una serie de acercamientos
encaminados a eliminar o reducir selectivamente a estas células
mediante diversas manipulaciones de 1los islotes previas al
trasplante.

El cultivo de islotes a bajas temperaturas (242C) o a 372C en
condiciones de alto contenido de oxigeno (95%) ha demostrado
reducir la inmunogenicidad de la preparacidén de islotes (Lacy y
col. 1979, Forsen y col. 1984). También se han mostrado efectivas
.la criopreservacidén (Flesch y col. 1991), la exposicidén a luz
ultravioleta (Lau y col. 1983) o a radiacién gamma  (James y col.
1989, Kanai y col. 1989), asi como la utilizacidén previa al
trasplante de anticuerpos o ganglidsidos dirigidos contra los
antigenos de clase II del donante (Faustman y col. 1981, Bretzel
y col. 1990). Estos métodos han demostrado ser efectivos en
alotrasplante de roedores, logrando supervivencias indefinidas
con la sdla ayuda de la administracidén de suero antilinfocitico
el dia del trasplante, o incluso sin la manipulacién inmune del
receptor, como ha sido demostrado tras la combinacién de técnicas

de cultivo y criopreservacién (Bretzel y col. 1986).
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INMUNOAISLAMIENTO DE ISLOTES

otro enfoque alternativo como via para evitar el rechazo de los
islotes consiste en la inclusién de estos dentro de micro o
macrocapsulas y otros dispositivos constituidos por membranas
semipermeables gque actian como barrera frente a células y
moléculas involucradas en el mecanismo de rechazo permitiendo al
mismo tiempo el pasc de insulina y glucosa y otros nutrientes.

Se han desarrollado varios métodos de inmunoaislamiento tales
como camaras miliporosas y sistemas fibrilares con resultados
positiveos, aunque transitorios, en alo y xenotrasplante (Tze y
col. 1976, Strautz 1970, Maratos y col. 1976) pero hasta el
momento los mejores resultados se han conseqguido mediante 1la
microencapsulacidén (Fau y col. 1990, Siebers y col. 1992). Estas
microcapsulas estan constituidas por polimeros de alginato,
generalmente de lisina, y se ha demostrado su permeabilidad a la
glucosa, arginina, teofilina e insulina, peroc no a citoquinas,
anticuerpos, complemento y células del sistema inmune tales como
los linfocitos T, células NK y macréfagos (Darquy y col. 1985,
Taunton-Rigby 1986, Zekorn y col. 1990). Los principales
problemas que presentan los sistemas de inmunocaislamiento son la
inestabilidad de las microcapsulas y fibras huecas y las
deficiencias de biocompatibilidad con tendencia a la fibrosis de
la céapsula, uniformidad del tamaho del poro, asi como 1la
formacidén de agregados de islotes en el caso de las fibras.

A pesar de estas dificultades, la investigacién y desarrollo de
nuevos materiales que mejoren la biocompatibilidad y estabilidad

mecanica hacen ¢gue sea el inmuncaislamiento una de las
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estrategias mas prometedoras tanto en el campo del trasplante
experimental como clinico (Soon-Shiong y col. 1994, Scharp y col.

1994) .
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IMPACTO SOBRE LAS COMPLICACIONES CRONICAS DE LA DIABETES

El objetivo fundamental que debe buscar el trasplante de islotes
- es la prevencioén o regresidn de las complicaciones crdnicas de
la diabetes. En roedores ha sido demostrado gque las lesiones
glomerulares y tubulares renales y otras lesiones viscerales
asociadas a la diabetes pueden ser evitadas con un trasplante de
islotes precoz (Mauer y col. 1974). Incluso lesiones ya
establecidas en estadios no avanzados pueden regresar o
estabilizarse tras el trasplante. Estos cambios, comprobados
inicialmente mediante microscopia Optica, se confirmaron
posteriormente con mnétocdos inmunohistoquimicos y analisis
cuantitativos (Steffes y col. 1980) junto a estudios funcionales
tales como tasa de recambioc de coldgeno IV, estudios fagociticos
de células mesangiales, etc (Federlin y Bretzel 1984). Asimismo
se han observado efectos beneficiosos sobre otras lesiones
viscerales a nivel retiniano, neural, cardiaco, esquelético, etc

(Strodter y col. 1989, Britland y col. 1991).
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PREVENCION DE LA RECURRENCIA DE LA DIABETES

Paralelamente a la destruccidén de los islotes originada por los
mecanismos inmunolégicos de rechazo del receptor, existe la
posibilidad de destruccidn de la masa insular trasplantada
mediante los mecanismos inmunopatoldgicos inherentes a 1la
diabetes tipo I del huésped. Esto ha sido comprobado
experimentalmente en ratones NOD y ratas BB y también en
pacientes con DM tipo I gque han sido sometidos a un trasplante
pancreatico segmentario de un gemelo no diabético (Sibley vy col.
1985, Naji y col. 1984). La mayoria de los estudios parecen
responsabilizar de la recurrencia de la diabetes al sistema MHC, .
sugiriendo gue se trata de un proceso restringido a dicho
sistema. Ademds, 1los islotes aislados parecen ser mas
vulnerables a la recurrencia de la enfermedad que el pancreas
vascularizado (Roza y col. 1987).

De este modo la forma iddnea de evitar problemas inmunoldgicos
en el trasplante de islotes consistiria en utilizar islotes
procedentes de un donante MHC-incompatible cuya inmunogenicidad
fuera disminuida mediante una inmunomodulacidén previa al

trasplante o con sistemas de inmunoaislamiento (Bretzel y col.

1992).
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TRASPLANTE INSULAR EN HUMANOS. ESTADO ACTUAL.

Resulta obligado en cualquier trabajo experimental relacionado
con terapias alternativas al tratamiento insulinico en 1la
diabetes no perder el horizonte del estudio, esto es, la
posibilidad de mejorar la calidad de vida y evitar o minimizar
el desarrollo de complicaciones organicas en el paciente
diabético.

En 1990 se publicdé el primer caso de independencia de insulina
en un paciente diabético tipo I sometido a trasplante de islotes
(Scharp y col. 1990). Segiin el Registro Internacional de
Trasplantes de Islotes (Universidad de Justus Liebig, Giessen-
Alemania) se han realizado hasta e 31 de Diciembre de 1994 un
total de 242 alotrasplantes de islotes adultos llevados a cabo
en 34 instituciones (144 en 13 centros de Norteamérica y 97 en
20 instituciones europeas){Hering y col. 1995). El periodo de
independencia de insulina ha variado entre unos pocos dias y 3.2
afios. Los trasplantes se ha llevado a cabo por via portal y los
protocolos de inmunosupresiédn han sido similares. La procedencia
de los islotes ha sido, bien islotes frescos o una combinacidn
de frescos y criopreservados. Como induccidn de inmunosupresidn
todos 1los pacientes recibieron anticuerpos anticélulas T o
policlonales (suero antilinfocitario, ALS), globulina
antilinfocitaria (ALG) o antitimocitica (ATG) o bien OKT3, y dos
pacientes fueron tratados adicionalmente con deoxyspergualina.
La inmunosupresién a largo plazo se llevd a cabo con prednisona
¥ ciclosporina, en ocasiones asociadas a azatioprina.

Los casos en los que se consiguidé independencia de insulina
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compartieron varias caracteristicas comunes: un tiempo de
preservacidén del pancreas inferior a 8 horas, una masa insular
superior a 6000 equivalentes de islotes, una localizacidn
hepatica via vena porta y una induccién de inmunosupresién gque
incluyera anticuerpos anticélulas T (globulina antilinfocitica
o antitimocitica u OKT3), aungue una reversidn superior a 1 afio
sb6lo se consiguid con las dos primeras..

Estos resultados vienen a mostrar que, sin dejar de ser un buen
punto de partida, aGn no se ha conseguido allanar el camino de
la tolerancia al injerto sin 1la. utilizacién de drogas
inmunosupresoras, postulado éste que siempre ha constituido el
principal atractivo del trasplante de islotes frente al de érgano
completo, es decir, la posibilidad de manipular inmunolégicamente
el injerto para hacer anular su inmunogenicidad. En contra de los
resultados alcanzados en diversos animales de experimentacidn,
los intentos de reducir la respuesta inmune a los islotes
mediante diversas manipulaciones (radiaciones, cultivo,
criopreservacién, implante en sitios inmunolégicamente
privilegiados, etc) no han dado resultados positivos en humanos,
y lo tnico que ha demostrado su eficacia ha sido la utilizacién
combinada, ni siquiera aislada, de agentes inmunosupresores.

Si bien los resultados obtenidos hasta ahora no han respondido
totalmente a las expectativas que en un principio parecian
plantearse, el desarrcllo de las técnicas de aislamiento y
purificacidn y de criopreservacidén han hecho posible gue pueda
haber una disponibilidad cada vez mayor de suficiente material
insular altamente purificado de cara a la realizacidn de

trasplantes. Paralelamente 1las 1innovaciones que se estan
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introduciendo en la composicidn de material sintético para la
formacidn de micro o macroencapsulacién (pancreas biocartificial)
han mejorado su biocompatibilidad con la consiguiente menor
reaccidn fibrética pericapsular y hay ya pacientes trasplantados
con islotes encapsulados libres de insulina ¢ con minimos
requerimientos diarios (Soon-Shiong y col. 1994).

Por tanto, si wvaloramos el adélanto experimentado en el
alotrasplante de islotes en humanos en los Gltimos afios, es
dificil no prever el desarrocllo de nuevos agentes
inmunosupresores especificos o técnicas afines (inmunomodulacién,
inmunoaislamiento) en los préximos ahos que, Jjunto a una
actuacidon mas selectiva y carente de efectos adversos,
posibiliten la tolerancia al injerto y hagan posible la total
normalizacidn metabdlica del paciente diabético y la perspectiva

de un futuro libre de complicaciones debidas a su enfermedad.



OBJETIVOS
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1- CONSEGUIR EL AISLAMIENTO DE ISLOTES MEDIANTE DIGESTION Y

PURIFICACION DE PANCREAS DE RATA

2- MODIFICACION DE LOS FACTORES INHERENTES AL AISLAMIENTO PARA

OPTIMIZAR LOS RESULTADOS

3- REALIZACION DE ALOTRASPLANTES HEPATICOS VIA INTRAPORTAL A

RATAS CON DIABETES INDUCIDA EXPERIMENTALMENTE

4— MANEJC DE LA INMUNOSUPRESION Y OTROS FACTORES RELACIONADOS CON
LA INDUCCION DE TOLERANCIA DEL RECEPTOR AL TEJIDO INSULAR PARA

LOGRAR UNA REVERSIBILIDAD INDEFINIDA DE LA DIABETES



MATERIAI. ¥ METODOS
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1. DEPENDENCIAS UTILIZADAS

-Area de microcirugia del Pabelldén de Medicina y Cirugia

Experimental del Hospital General Universitario Gregorio Marafidn.

~-Laboratorio C del Pabelldn de Medicina y Cirugia Experimental

del Hospital General Universitario Gregorio Marahon.

2. ANIMALES

Ratas Wistar mantenidas en el animalario del Pabelldn de Medicina
y Cirugia Experimental del Hospital General Universitario
Gregorio Marafidn.

Denominacidn: ICO: WI (IOPS AF/Han).

Origen: Seleccionada por H.H. Donaldson a primeros de siglo en
el Instituto Wistar USA. Procedentes desde 1974 de IFFA CREDO
Lab.

Caracteristicas: No cosanguinea. Albina. Pequefio tamafio.

Se han utilizado para nuestroc trabajo ratas hembra de 9-14
semanas (200-300 g).

Manutencidén: Los animales han sido alimentados con dieta

rata/ratén LETICA cria ITC-R10. Han tenido libre disposicidén de
pienso y abundante agua potable administrada en biberones de 250
ml.

Han sido alojadas en jaulas de Makrolon Polycarbonato Tecniplast

tipo 3D y 2D. Como cama se ha empleado viruta para animales de
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laboratorio Ultrasorb Panlab. .

Los animales han sido mantenidos en una habitacién con periodo
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad con temperatura
estable a 232C.

Aspectos leqgales: En el presente trabajo se ha observado 1la
legislacidén sobre animales utilizados en experimentacion tal como

se ha promulgado en la CEE (86/609/CEE. 18-Dic-96).
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3. APARATAJE DE USO COMUN

~Camara fria (02C).

~Arcdn congelador a -202C KOXKA.

-Cabina de flujo laminar TELSTAR AV-10.

-Centrifuga SORVALL RC-5B.

-Centrifuga SORVALL GLC-2b.

~Estufa 502C -3009C HERAEUS T-5050.

-Microscopio ZEISS OPMI 99.

-Microscopio estereoscdpico NIKON SMZ-1.

-Maquina formadora de hielo picado SERVEMATIC Mod FILM-100A,.
-Balanza 500 g. METTLER P2010.

-Balanza de precisién 0.0001 g. METTLER HS1AR.

-pHmetro METEOR mod. 996 con electrodo Ingold U455-87.
-Densitometro DMA 35 ANTON PAAR.
-Pipetas automaticas PIPETMAN. GILSON.
~Agitador magnético con placa calefactora SELECTA.
-Baho termostatizada con agitacidén Mod. G76. PACISA.
~Reflectdmetro de glucosa ONE TOUCH. LIFESCAN.

-Reflectémetro de glucosa REFLOLUX. BOEHRINGER.



Material y métodos

46

4. REACTIVOS Y MEDIOS

COLAGENASA

Referencia: Tipo V. SIGMA C.9263.

Preparacién: (3 mg/ml)

-300 mg de colagenasa

-100 ml de medio Hank’s

-12.5 ml de clorurc calcico 0.26 M

-10 ml de Hepes Buffer

Se reparte en tubos universales de 25 ml y se almacena
congelador a -40%C

Utilidad: Digestidn enzimatica del tejido pancreatico.

HEPES BUFFER
Referencia: GIBCO BRL.043-05630 D. Frasco de 20 ml.
Aplicacién: -Preparacién de solucidén de colagenasa.

-Preparacién de MEM 1X.

CLORURO CALCICO 0.26M

Referencia: SIGMA C-4901. Frasco de 100 mg.

Utilidad: Preparacién de solucidn de colagenasa.

MEM (MINIMUM ESSENTIAL MEDIUM)

Referencia: 10X MINIMUM ESSENTIAL MEDIUM EAGLE (MODIFIED).

FLOW Laboratories. 14-130-54. Frasco de 500 ml.

en
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MEM 1X (MEM 10%)

Preparacidn:
-50 ml de MEM 10X

-450 ml de agua bidestilada.

-9 ml de Hepes

Aplicacién: Medio para la incubacién pancredtica durante la

digestidén enzimatica.

MEM 1X + BSA

Preparacidn:

-200 ml de MEM 1X.

-2 ml de BSA.

Aplicacidn: Lavado de ios islotes tras la incubacidén, gradientes

de densidad o cultivos.

HANKS
Referencia: GIBCO 041-04205-M. Frascos de 500 ml.
Utilidad: Dilucidn de MEM 1X.

Preparacidén de gradientes de densidad 1.056 de BSA.
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BSA (BOVINE SERUM ALBUMIN)
Referencia: Adv. Prot. Prod. LRI-SPEC. Frascos de 500 ml.
Densidad 1.1 g/ml; 300 mmol/Kg.

Preparacidn de gradientes:
Gradiente BSA (ml) MEM 1X (ml)

1056 50.60 49.40

1075 71.88 28.12

1077 74.16 25.84

1085 82.92 17.08
Ajustar la densidad mediante el densitémetro.
Utilidad: Purificacidén de los islotes.
ACETATO SODICO, Buffer
Referencia: PANREAC 19699. Frasco de 500 g.
Preparacidn:
~0.82 gr de acetato sbédico
-50 ml de solucidn salina (suero fisiolégico)
~Titular con acido acético hasta consequir un pH 5.0
~Conservar en nevera a 2-49C.
Utilidad: Preparacién de la solucién de estreptozotocina.
ESTREPTOZ0TOCINA (STZ)
Referencia: SIGMA S-0130. Frasco de 5 g.
Preparacion:
~Preparar buffer de acetato sdédico.
-Pesar la STZ (100 mg aprox. para 5 ratas) manipulidndola con

mascarilla y guantes.

-Disclver en el buffer (100 mg en 5 mi}.
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~Utilizar la STZ inmediatamente a su preparacién.

Utilidad: Induccidn de diabetes.

DITIZONA

Referencia: SIGMA D-5130. Frasco de 10 ml.

Preparacién:

-190 mg de ditizona

-30 ml de DMSO (SIGMA D-5879)

-Dejar reposar una noche.

-Filtrar en papel o en Acrodisc.

~Anadir 20 ml del filtrado a 180 nml de
mezclando continuamente.

-Congelar en alicuotas de 1 ml.

Utilidad: Tincidn de islotes.

CICLOSPORINA
Referencia: Sandimmun (Sandoz) sol. oral

Preparacidn:

-240 mg (2.4 ml) de solucidn.

-9.6 ml de aceite de oliva.

-Filtrar la mezcla con Acrodisc 0.2 un.

-Conservacién a temperatura ambiente.

MEM 1X con 2% de

(100 mg/ml)

-Proteger de la luz con papel de aluminio.

Utilidad: Inmunosupresidn del receptor.

NCS
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5. AISLAMIENTO DE ISLOTES

A. EXTRACCION DEILL PANCREAS
1l.Material

-Eter dietilico (PANREAC).

~-Balanza 500 g.

-Cubeta de cristal

-Tiopental sd&dico (Pentothal 0.5 g.)
-Rasuradora

—Cubeta con hielo

-Tubos universales 25cc (GARMA)
-Povidona yodada (Betadine. Solucién antiséptica)
-Solucidn de colagenasa

-Instrumental gquirdrgico

2. Método

Se realiza pre-anestesia introduciendo la rata en la cubeta de
cristal en la gue se ha colocado previamente un algoddn empapado
en éter dietilico. Una vez que la rata gquede estuporosa se saca
de la cubeta y, tras pesarla, se le inyecta via intraperitoneal
(0.1 m1/100 g. de peso) la solucidn de pentotal, que se prepara
disolviendo el contenido del vial en 10cc¢. de suero salino. Se
rasura el abdomen y se esperan 5-10 min. a que la anestesia haga
su efecto.

Se desinfecta la piel del abdomen con povidona y se hace una
incisién a lo largo de la linea media con cuidado de no dafiar
peritoneo. Se visualiza la linea alba y se incinde el peritoneo

con precaucién dejando a la vista el intestino. Se amplia la zona
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mediante separadores metadlicos y se localiza el pagquete vascular
cava- aorta abdominal. Se corta éste con tijeras lo mé&s caudal
posible, cubriéndolo con una gasa, Ppara provocar un
desangramiento del animal gque haga mas limpia la extraccién
pancreédtica.

Hecho ésto se localiza el estémago y duodeno y se va desplazando
éste Ultimo en abanico con pinzas de borde romo para. localizar
‘el ductus pancredtico y su desembocadura en el duodeno, la cual
se pinza.

Se extraen los lébulos hepaticos manualmente hacia el toérax
‘dejando a la vista el hilio ductal el cual se canaliza con un
catéter y se inyectan lentamente, en 20-30 seg., 4 cc. de la
solucién de colagenasa recién descongelada (ver preparacidén de
colagenasa mas adelante) observando una distensién progresiva del
padncreas y una mejor delimitacidén de éste respecto a tejidos
vecinos. Se comienza a disecar el pancreas distendido separandolo
de sus conexiones al colon transverso, bazo, estdmago e intestino
delgado, por ese orden, para por fin cortar sus inserciones
vasculares y colédoco.

Se recoge el pancreas suavemente con pinzas y se deposita en un

- tubo universal estéril mantenido en hielo.

B. INCUBACION

1. Material

-Bafio termostatizado con agitacidn
-Agua hidestilada

-Tubos universales

-80lucidn de MEM
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-Solucidn madre de BSA

2. Método

Se programa el bafio de agua a 372C con tantos tubos universales
como pancreas se vayan a procesar, conteniendo solucién de MEM.
Se cambian los péancreas a dichos tubos una vez alcanzada la
temperatura indicada y se mantienen durante 18 minutos bajo
agitacién suave. Transcurrido ese tiempo se retiran los tubos y
se agita enérgicamente de forma manual durante un minuto.
Inmediatamente se les afiade solucidn de MEM c¢con BSA al 1% fria

con objeto de detener la reaccidn enziméatica.

C. FILTRADO Y LAVADOS

1. Material

~Campana de flujo laminar

~-Filtro de malla de nylon de 500 micras. LOCKERWIRE PP 35-500
-Centrifuga SORVALL GLC 2b.

-Tubos universales

-Solucién de MEM

-50lucidén madre de BSA

2. Métocdo

Se filtran los péncreas a través de la malla de nylon para
eliminar la estructura fibrosa grosera ayudando al proceso con
solucidén de MEM+BSA al 1% . Se vierte el contenido del recipiente
dentro de tubos universales (dos tubos por pancreas) y se
centrifugan durante 2 min. a 1200 rpm. Tras esto se elimina la

mayor parte de sobrenadante procurando no perder islotes y se
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resuspende el sedimento en el liquido que queda golpeando el
fondo del tubo suavemente con los dedos 29y 32. Se unifica cada
padncreas en un solo tubo universal y se vuelven a rellenar 1los
tubos con MEM+BSA y . Se hace otro pase por la centrifuga con las
mismas caracteristicas que antes y se vuelve a tirar el
sobrenadante y se mantienen los tubos boca abajo, guedando el

sedimento adherido al fondo, para que escurran.

D. PURIFICACION MEDIANTE GRADIENTES DE DENSIDAD

1. Material

-Campana de esterilizacidn

~Centrifuga SORVALL RC-5B

‘—Rotor HB4 SORVALL

—-Solucidn de MEM

-Solucidn madre de BSA

-Cubeta con hielo

-Pistola para pipetas

~Pipetas de 5, 10 y 25 ml COSTAR

-Pipetas Pasteur de plastico

-Densitémetro

~Tubos de fondo redondo 17 ml NUNCLON DELTA

-Parafilm

2. Método

Se preparan soluciones de BSA con densidades de 1.085, 1.077 Yy
1.056 anadiendo a la scolucidn madre de BSA el MEM necesario para
lograr las densidades deseadas, debiéndose comprobar éstas con
el densitdmetro tanto inicialmente como al reutilizarlas si las

tenemos conservadas en nevera, homogeneizdndolas mediante un giro
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horizontal previamente. Mantenemos los tubos con las diferentes
densidades en cubeta con hielo.

Se pipetean 6 cc. de la BSA 1.085 en cada uno de los tubos con
los péancreas digeridos y escurridos y se aspira y extrae
repetidamente con 1la pipeta el material para lograr una
suspensidn del digerido. Se distribuye éste en dos tubos de fondo
redondeado a partes iguales de modo que se obtendran 2 tubos por
pancreas con algo mas de 3 cc de suspensién en cada uno de ellos.
Ulteriormente se pipetean 3 cc de la solucién de BSA 1.077 sobre
cada uno de los tubos, lentamente y con la precaucién de hacer
gotear la solucién por las paredes del tubo. Tras ello se hace
lo mismo con la solucidon de BSA 1.056 .De esta forma habremos
formado los gradientes discontinuos de densidad observando una
separacién clara entre cada una de las fases y el digerido
pancredtico en la fase inferior. Se tapan los tubos con parafilm
Yy sSe procede a su centrifugaciéﬁ a 42C durante 20 min a 2.200
rpm.

Pasado este tiempo se retiran los tubos observando, en las
mejores condiciones, la sigquiente distribucién (de abajo a
arriba):

-Material no digerido en el fondo

-BSA 1.085 con material exocrino

-Interfase de tejido exocrino

-B5SA 1.077

-Interfase con islotes

~-BSA 1.056

Con pipeta Pasteur de plastico se aspira el material insular de

la interfase 1.077-1.056 y se introduce en tubos universales (los
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islotes de dos tubos de gradiente en un tubo universal). Se
rellenan los tubos con MEM+BSA al 1% y se lavan mediante un
centrifugado a 1200 rpm durante 2 nin.

Se extrae posteriormente el scobrenadante con cuidado de no
aspirar los islotes, que quedan en el fondc del tubo, y se
pipetean estos a continuacidn para depositarlos en tubos cdonicos.
Estos 1{ltimos se wvuelven a rellenar con MEM+BSA al 1% y se
efectiia un pase minimo por 1la centrifuga para lograr su
sedimentacién. Se extrae de nuevo el sobrenadante dejando el

tltimo cc de liquido, hallandose los islotes en el fondo.

E. RECUENTO Y VALORACICN DE PUREZA

1. Material

-Tubos de fondo cénico de 17 ml NUNCLON
-Pipeta automatica

-Placas de Petri NUNCLON

-Solucidn de ditizona

-Microscopio estereoscépico NIKON SMZ-1.

-Gradilla microscépica

2. Método

El recuento de los islotes obtenidos se lleva a cabo logrando una
suspensidn homogénea del producto final en el cc. de solucidn
mediante aspiracién y extraccién repetida con la pipeta
automatica y extrayendo inmediatamente dos alicuotas sucesivas
de 25 microlitros que se depositan en una placa de Petri. Se
efectia la tincién afiadiendc unas gotas de la soluciédn de

ditizona (ver preparacidén de ditizona m&s adelante) sobre cada
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alicuota y se esperan unos minutos hasta que se logra una buena
tincién de los islotes. Se coloca la placa bajo el microscopio
y se cuentan los islotes de cada muestra, desestimando los
islotes inferiores a 50 micras. Se hace una media de las dos
muestras y se calcula el nimero total de islotes. Como ejemplo,
si se observan 32 y 40 islotes en cada muestra, de media 36, se
multiplica esta cifra por 40 (1 ml= 1000 microlitros/ 25= 40).
36x40= 1440 islotes.

La estimacién de la pureza de la preparacidn se ha efectuado
mediante la apreciacidén subjetiva del contaminante exocrino de
las muestras. Tanto el recuento como la valoracidn de la pureza
se han llevado a cabo por dos observadores como minimo de forma

sucesiva y estableciendo una media de los parametros estimados.
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6. INDUCCION DE DIABETES EXPERIMENTAL

1. Material

-Estreptozotocina

-Balanza de precision
-Cucharilla met4lica
-Mascarilla y guantes
-Jeringas hipodérmicas
-Cubeta de cristal con éter
—-Reflectémetro de glucosa
-Balanza 500 g. METTLER P2010.
-Permanganato potésico

-Jaula individual

2.Método

Se prepara la solucidn de estreptozotocina (STZ) tal como se ha
detallado previamente. Se seleccionan una serie de ratas Wistar
hembras del animalario a las cuales se pesa y se comprueba su
euglucemia mediante su andlisis en un reflectdmetro comercial
(técnica de glucosa- oxidasa) a partir de una gota de sangre
extraida de la cola mediante un corte con bisturi, cauterizando
posteriormente la herida con permanganato potédsico. Para ello se
introduce al animal en una jaula individual que se cierra con una
tapa la cual presenta un orificio para que sobresalga GUnicamente
la cola.

Tras ello se introduce a la rata en la cubeta con éter durante
breve tiempo y, una vez semi-anestesiada, se le administra por

via intraperitoneal una dosis de 60 mg/kg de STZ .
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Se vuelve a determinar el peso y glucemia al 22-32 dia tras la
induccidén, fecha en que habitualmente se observa ya una clara
hiperglucemia, y se repite su determinacién semanalmente y de
forma previa al trasplante. Se consideran diabéticas a las ratas
gue presentan cifras de glucemia superiores a los 350 mg/dl en
todas las determinaciones. En el caso de gque no se alcanzen estos
valores, lo cual ocurre infrecuentemente, se vuelve a repetir la
induccidén de la diabetes como se ha detallado previamente.

En experiencias anteriores la induccidn de diabetes se realizaba
mediante inyeccidn endovenosa en la vena dorsal del rabo o en la
vena lingual, empleando al misma dosis de STZ. Estas técnicas
fueron reemplazadas por la via intraperitoneal por su mayor

sencillez y similitud de resultados.
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7. TRASPLANTE DE ISLOTES
1. Material
-Cubeta de cristal
-Eter
-Ketamina clorhidrato (KETQLAR 50 mg/ml. vial de 10 ml)
~Diazepam (VALIUM 10 mg. vial de 2 ml)
-Povidona yodada (BETADINE solucidn antiséptica)
-Atropina sulfato (ATROPINA BRAUN. 1 mg/ml. vial de 1 ml)
-Suero fisiolégico
-Jeringa hipodérmica de 2 cc
~Cubeta con hielo
-Material de quirdfano
-Canula mariposa (BUTTERFLY 23 y 25 g Venisystems ABOTT)

-Hilo de sutura 4 ceros

2. Método

Se selecciona una rata diabética y se determina su peso vy
glucemia tal como se ha detallado anteriormente. Se realiza pre-
anestesia introduciéndola durante breve tiempo en la cubeta con
éter evitando una sobreexposicidtn al mismo tras lo cual se le
inyecta por via intramuscular 1 cc de la mezcla

preparada con 50 mg de ketamina, 20 mg de diazepam y 1 mg de
atropina. Si la rata pesa mds de 300 g se administran 2 cc de
esta solucién. Se rasura la zona abdominal del animal y se
impregna con povidona yodada. Se esperan 5-10 min hasta que la
rata quede totalmente anestesiada y se la coloca sobre un disco
de corcho sobre la mesa de quirdfano. Se sujetan las patas al

corcho con gomas elésticas y chinchetas.
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Se realiza una incisién con bisturi de la piel abdominal por la
linea media (con cuidado ya que tienen muy poco tejido subcuténeo
por su diabetes) y posteriormente el peritoneo visceral, dejando
a la vista el paquete abdominal. Se amplia el campo mediante
separadores y se extrae parcialmente el paguete hacia 1la
izquierda de la rata, que se coloca sobre una gasa estéril,
dejando a la vista la vena porta.

Se carga la jeringa con la suspensidn de islotes contenidos en
el tubo cénico (ver'previamente) ayudandonos con un catéter. Se
introduce en la porta la aguia de la mariposa conectada a la
jeringa con 1los islotes y, tras aspirar minimamente para
comprobar entra sangre en la canula, es decir que estamos en la
luz, se inyecta lentamente la suspensidn y posteriormente 0.5 cc.
de suero salino para introducir los islotes que pudieran quedar
a lo largo de la canula.

Terminado el proceso, se extrae la aguja y se coloca
inmediatamente sobre el punto de puncidén un bastoncillo de
algoddén, presionando ligeramente hasta lograr la hemostasia. Se
vuelve a introducir el paquete abdominal y se realiza la sutura
del plano muscular y del cutadneo. Se impregna de nuevo la piel
con povidona y se devuelve la rata a su jaula.

Tras el trasplante se determinan el peso y la glucemia a diario
durante la primera semana, y posteriormente se van espaciando las
determinaciones cada 3 dias y 7 dias en funcidén de la evolucidn
del animal.

Cuando la diabetes revertia mantenia en observacién al animal
durante 90 dias, sacrificandolo cumplido este peFiodo una vez

extraida sangre de las venas cava, porta y suprahepdtica para
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medicién de insulina, extrayendo posteriormente higado y pancreas

para eventuales estudios inmunocitoquimicos.
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8. TEST DE RESPUESTA A INSULINA EXOGENA

Las ratas de los grupos J y K, realizados bajo pauta de CsA
subcutanea los dias 0,+1,+2 (ver tablas 1-J, 1-K, 2-J, 2-K,
graficas 15 y 16) se seleccicnaron para la realizacién de esta
prueba, con objeto de comprobar la respuesta glucémica de las
ratas trasplantadas tras la administracién exdégena de insulina
en comparacién con un grupo de ratas sanas y otro de ratas
diabéticas (grafica 18). La prueba se realizd, en las ratas de
los grupos J y K, a las 36 horas del trasplante y se repitid a
los 7 dias y 1 mes del mismo.

Los animales permanecieron con libre acceso al agua, retirandose
la comida la noche previa al dia de la prueba. Se determind el
peso ¥ la glucemia de cada rata a primera hora de la mafiana. Se
les administré por via subcutanea una dosis de insulina lenta
(HUMULINA  LENTA) equivalente a 5 Ul/kg. Se realizaron
extracciones de sangre para determinacidn de glucemia cada 2
horas a partir la sangre obtenida de la rabo tras un pequefio
corte con bisturi, cauterizandose posteriormente con permanganato
potasico. Las muestras se analizaron en un reflectdédmetro de
glucosa comercial (REFLOLUX o ONE TOUCH). La prueba se didé por

finalizada a las 10 horas de la tras la inyeccidn de insulina.
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9. ADMINISTRACION ORAL DE CICLOSPORINA

Referencia: SANDIMMUN (Sandoz). Solucién oral 100 mg/ml. 50 nl
Dosis: 40 mg/kg

Método: Se determina la dosis en funcién del peso de cada rata
Yy se carga la solucién en una jeringa de 1 ml. Un ayudante sujeta
e inmoviliza al animal con un guante o pafic para evitar
mordeduras. La persona gque introduce la solucidn extiende
dorsalmente la cabeza de la rata tirando de las orejas hacia
atrdas e introduce la jeringa en la cavidad oral, buscando la
faringe y el esbdfago. Una vez asegurado de una adecuada
localizacidn, vacia el contenido de la jeringa.

Este método (intubacidén esofadgica) ha sido el utilizado en todos
los grupos de ratas diabéticas trasplantadas en las que se empled
un protocolo de CsA coral. Asimismo se ha empleado este método en
el grupo de ratas sanas en el que se determind ciclosporinemia
tras administracién esofdgica de la droga, a diferencia del otro
grupo de ratas sanas que recibidé CsA oral, a las cuales se les

deposité la solucidn de CsA en la cavidad oral.
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10. ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE CICLOSPORINA
Referencia: SANDIMMUN (Sandoz). Solucién oral 100 mg/ml. 50 ml
Dosis: 30 mg/kg
Preparacién a partir de CsA en solucién:

-Sandimmun 240 mg (2.4 ml)

~-Aceite de oliva 0.42 9.6 ml

-Realizar la mezcla de ambos (20 mg/ml) y se filtra (Steril
Acrodisc "Gelman Sciences" de 0.2 um)

-Guardar a temperatura ambiente en un frasco de cristal oscuro
y protegido de la luz.

Preparacidén a partir de CsA en polvo:

~Mezclar 400 mg de polvo de CsA en 20 ml de aceite de oliva ---
Filtrar con Acrodisc de 0.2 um.

-Guardar bajo las condiciones resefiadas arriba.

Método:

Una vez calculada la dosis y cargada ésta en una jeringa de 1 ml
se inmoviliza a la rata con un guante o pafic, o bien se deja
introducir libremente a la rata en una jaula de tamafo reducido
de paredes de plastico transparente donde la rata ve muy limitada
su capacidad de movimientos. Se inyecta el contenido de 1la
jeringa en el tejido celular subcuténeo del 1lomo © en cara
anterior del abdomen.

(*) La preparacidn de CsA en polvo nos ha sido suministrada por

gentileza del Dr. Gomis, del H. Clinic i Provincial de Barcelona.
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11. DETERMINACION DE CICLOSPORINA
La determinacidén de ciclosporina se ha realizado mediante un
inmunoandlisis (TDx® Cyclosporine Monoclonal Whole Blood)
suministrado por Abbott Laboratories, que utiliza una tecnologia
de Iinmunoensayo de polarizacién de fluorescencia (FPIA)}. Los
coeficientes de variacidén intra e interensayo son de 3.2% y 3.9%
respectivamente para una concentracién de 150 ng/ml de Csa, ‘2.3%

Y 2.9% para 400 ng/ml y de 2.3% y 3.0% para 800 ng/ml.

Reactivog utilizados:

-Tubog Microtainer con EDTA.

-Solucidn de anticuerpo monoclonal de ratén en 3 ml de buffer con
estabilizador de proteina.

-Solucidén de trazador de fluoresceina en buffer conteniendo
surfactante y estabilizador de proteina (3 ml).

-Solucidn de pretratamiento (3 ml).

-Reactivos de precipitacién y de solubilizacidn.

-Calibradores con diluciones de CsA de 100, 250, 500, 1000 y 1500
ng/ml.

~Tubos de centrifuga X SYSTEMS.
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12. METODOS ESTADISTICOS

Métodos descriptivos:

Para describir una muestra en funcidén de una variable determinada
se ha empleado en primer lugar la media aritmética. Para definir
la dispersién de 1la variable hemos utilizado la desviacidn
standard (DS) Jjuntc al rango, habida cuenta que 1la escasa
amplitud de las muestras en general hace mids apropiado el rango
que la DS,

Métodos comparativos:

Como la mayoria de las muestras han agrupado menos de 30
variables hemos recurrido a las pruebas no paramétricas, que no
dependen de la distribucién de la variable y por tanto no
precisan la condicidén previa de normalidad de la muestra. En el
anadlisis de muestras pareadas hemos empleado el test de Wilcoxon
del rango con signo. En el caso de muestras no pareadas hemos
utilizado una variante del Wilcoxon denominada test de Mann
Whitney.

Cuando lo gque hemos querido comparar han sido variables
cualitativas hemos empleado la prueba de Chi cuadrado.

El area bajo la curva de concentracidén de ciclosporina en sangre
se ha determinado mediante la aplicacién en cada caso de la regla
del trapezoide, sumando las &reas parciales originadas bajo un

mismo eje de coordenadas.
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Andlisis de correlacidn:

El andlisis de la relacidn de una variable dependiente respecto
a otra independiente se ha calculado mediante el andlisis de
regresioén. La correlacién entre dichas variables se ha calculado
a través del denominado coeficiente de cofrelacién de Kendall.

Todos los cdalculos estadisticos se han realizado mediante los

programas informaticos STATGRAFICS y EPI-INFO.
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RESULTADOE. VARIACIONES DE GLUCEMIA Y PESO TRAS LA ADMINISTRACION

DE ESTREPTOZOTOCINA (8T32)

Las siguientes tablas muestran la variacién de los pesos y
glucemias de las ratas antes y tras la induccidn de diabetes
mediante la administracidén peritoneal de una dosis de 60 ng/kg
de peso de S8TZ, confirmidndose de esta forma la eficacia de la
induccidén y el mantenimiento del estado diabético de las ratas
en el momento del trasplante. La glucemia y el peso pre-STZ estén
determinados el dia de la administracidén de STZ, inmediatamente
antes de ésta, y 1los valores resefiados come post-STZ son

obtenidos el dia de la implantacidén de los islotes.
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TABLA 1-A. GRUPO A. PESO Y GLUCEMIA PRE Y POST-STZ
r
RATA PESO GLUCEMIA [ PESO GLUCEMIA
PRE-STZ PRE-STZ POST-STZ | POST-STZ
1 278 65 246 400
2 269 73 236 337
3 289 83 249 400
| 4 273 68 240 365
RMEDIA 277+/-9 72+/-8 242+/-6 | 375+/-30
TABLA 1-B. GRUPO B. PESO Y GLUCEMIA PRE Y POST-STZ
RATA PESO GLUCEMIA | PESO GLUCEMIA
PRE-STZ | PRE-STZ POST-STZ | POST-STZ
1 309 | 57 244 600
2 297 64 T250 _ 402
3 | 206 61 233 | 243
4 277 63 247 322
5 308 52 284 | 337
6 288 .77 | 266 8 366
7 294 ]_67 265 341
8 275 50 260 315
9 278 84 246 483
| MEDIA | 202+4/-12 | 64+/-11 255+/-15 | 378+/-105
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TABLA 1-C. GRUPO C.

PESO Y GLUCEMIA PRE Y

POST-STZ

GLUCEMIA u

RATA PESO GLUCEMIA | PESO
PRE-STZ | PRE-STZ POST-STZ | POST-STZ
1 304 62 279 400
2 275 169 241 400 ‘
3 291 71 255 400 |
4 | 275 75 248 400
5 269 | 58 229 400
6 311 60 281 400
7 285 73 264 400
8 277 82 231 i 400
MEDIA | 285+/-15 | 69+/-8 2534/-20 | 400
TABLA 1-D. GRUPO D. PESO Y GLUCEMIA PRE Y POST-STZ
RATA PESO GLUCEMIA | PESO GLUCEMIA
PRE-STZ | PRE-STZ POST-STZ | POST-STZ
1 268 59 250 300
2 285 61 261 380
3 | 307 69 278 | 384
4 1295 86 263 400
5 271 | 78 235 400
6 269 68 223 368
| MEDIA 282+/-16 | 70+/-10 251+/-20 372+/-37
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TABLA 1-E. GRUPO E. PESO Y GLUCEMIA PRE Y POST-STZ

rRATA PESO GLUCEMIA | PESO GLUCEMIA
PRE-STZ | PRE-STZ POST-STZ POST-STZ
1 | 275 63 241 424
2 W 294 58 259 329
3 | 286 57 260 408
4 279 68 239 424
5 1'304 73 283 496
6 259 70 232 397
7 | 268 84 245 493 |
8 | 285 75 257 456
MEDIA 281+/-14 | 68+/-9 252+/-16 425+/-50

TABLA 1-F. GRUPO F. PESO Y GLUCEMIA PRE Y POST-STZ

RATA PESO GLUCEMIA | PESO GLUCEMIA
PRE-STZ | PRE-STZ POST-STZ | POST-STZ

1 280 61 241 487

2 272 54 238 | 398

3 311 58 291 493

4 289 63 268 405

5 268 79 232 | 398

6 264 73 | 246 389 |

7 288 | 57 271 1357 |

8 306 89 277 359

MEDIA 284+/~17 | 67+/~12 258+/-21 | 410+/-52
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TABLA 1-G. GRUPO G. PESO Y GLUCEMIA PRE Y POST-STZ

ﬂ

RATA PESO GLUCEMIA | PESO GLUCEMIA
PRE-STZ | PRE-STZ POST-STZ | POST-STZ

1 275 74 250 448

2 267 72 227 352

3 282 65 265 436

4 297 79 ] 255 ﬁﬁ600

5 263 75 239 415

6 264 55 227 361

7 | 305 | 79 274 359

8 F237 90 214 324

MEDTIA 273+/-21 [72+/-1o 243+/-20 | 411+/-87

TABLA 1-H. GRUPO H. PESO Y GLUCEMIA PRE Y POST-STZ

RATA PESO GLUCEMIA | PESO GLUCEMIA

PRE-STZ | PRE-STZ POST-STZ | POST~STZ
1 254 52 236 409
2 268 48 236 412
3 272 86 240 | 357
4 240 72 220 320
5 263 67 239 460
6 255 109 237 | 372
E 263 94 243 479
8 258 68 226 429

MEDIA 259+/~9 74+/-20 234+/-7 408+/-53
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e

TABLA 1-I. GRUPO I. PESO Y GLUCEMIA PRE Y POST-STZ
{RATA PESO GLUCEMIA | PEso GLUCEMIA
PRE-STZ | PRE-ST? POST-STZ | POST-STZ

|1 294 47 266 348

2 278 57 262 600

3 r289 69 (250 370

4 282 58 236 600

5 285 44 245 427

6 268 60 226 350

7 256 65 235 500

8 263 61 244 1 404

MEDIA 276+/-13 | 53+/-6 242+/-11 | 451+/-103
TABLA 1-J. GRUPO J. PESO Y GLUCEMIAS PRE Y POST-STZ

RATA PESO GLUCEMIA | PESO GLUCEMIA
_ PRE-STZ | PRE-STZ POST~-STZ | POST-STZ
r1 284 69 258 424
r2 241 r79 |.200 338

3 258 72 231 469

4 4r246 | 57 227 444

5 228 81 | 203 366

6 | 231 76 191 | 409

7 | 258 63 231 494

8 271 75 | 240 500
| MEDIA 252+/~19 | 71+/~8 222+/-22 | 430+/-58
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TABLA 1-K. GRUPO K.

PESO Y GLUCEMIA PRE Y POST-STZ

[ RATA PESO GLUCEMIA | PESO GLUCEMIA

PRE-STZ | PRE-STZ POST~STZ | POST-ST2
1 269 68 249 451
2 280 64 264 600
3 285 58 265 412
4 230 60 207 600
5 301 65 285 483
6 280 65 270 437

MEDIA 274+/-24 | 63+/-3 256+/-27 | 497+/-82
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PESO Y GLUCEMIA PRE Y POST-STZ
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GRAFICA 2. En esta grafica quedan representadas las variables

estadisticas de la glucemia y el peso de todos los animales antes
y después de la induccidén de la diabetes tras la administracidn
de estreptozotocina (STZ). Antes de la STZ la glucemia media fue
de 66+/-9 mg/dl y tras STZ de 402+/-38 mg/dl (p<0.001.) . El peso
disminuy6 de 278+/-22 g. a 247+/-27 g. tras STZ (p<0.001), lo que

viene a corroborar una adecuada induccidn de la diabetes.
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TABLA 2-A. GRUPO A. MASA Y PUREZA INSULAR

I[ RATA | NUMERO PUREZA
[ 400 90%
2 450 50%
| 3 550 90%
| 4 | 500 | 90%

Masa insular: MEDIA 475
RANGO 400-550

Pureza: MEDIA 80
RANGO 50-90

TABLA 2-B. GRUPO B. MASA Y PUREZA INSULAR

RATA NUMERO PUREZA

1 1500 85 |
2 880 85 N
F3 1500 80

4 "1000 60

5 1400 70

6 1000 4.80

7 1000 1 80

8 2600 r80

s J
9 1700 70%

Masa insular: MEDIA 1397
RANGO 880-2600

Pureza: MEDIA 76
RANGO 60-85%




Regultados

78

TABLA 2-C. GRUPO C. MASA Y PUREZA INSULAR.

RATA NUMERQ PUREZA ﬂ
1 | 725 90%
2 800 90%
3 1650 90%
4 1450 90%
5 1300 | 803
6 | 1200 | 80%
7 900 | 90%
8 950 90%

Masa insular: MEDIA 1121
RANGO 725-1650

Pureza: MEDIA 87
RANGO 80-90

TABLA 2-D. GRUPO D. MASA Y PUREZA INSULAR

RATA NUMERO PUREZA
1 1200 50%
2 1300 95%
3 2000 95%
4 1000 50%
5 700 50%
6 700 80%

Masa insular: MEPIA 1150
RANGO 700-2000

Pureza: MEDIA /3
RANGO 40-90
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TABLA 2-E. GRUPO E. MASA Y PUREZA INSULAR

RATA NUMERO PUREZA
1 900 80%
2 850 80%
3 1200 85%
4 1300 60%
5 1100 60%
6 1400 70%
7 900 90%
8 2000 75%

Masa insular: MEDIA 1206
RANGO 850-2000

Pureza: MEDIA 75
RANGO 60-90

TABLA 2-F. GRUPO F. MASA Y PUREZA INSULAR

RATA NUMERO PUREZA

1 1400 70%

2 ] 1500 70%

3 1350 80%

4 | 2200 80%

5 1200 80%

6 1000 40%

7 600 40%
i_8 1000 60%

Masa insular: MEDIA 1156
RANGO 600-~1500

Pureza: MEDIA 73
RANGO 40-90
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TABLA 2-G. GRUPO G. MASA Y PUREZA INSULAR

RATA NUMERQO PUREZA
1 ﬁLlOSO 40%
2 1080 40%
3 1400 90%
4 1600 70%
5 1200 70%
6 1000 90%
7 1100 90%
8 1000 75%

Masa insular: MEDIA 1182
RANGO 1000-1600

Pureza: MEDIA 78
RANGO 70-90

TABLA 2-H. GRUPO H. MASA Y PUREZA INSULAR

RATA NUMERO a PUREZA
1 1500 70%
2 1000 70%
3 1600 903%
4 1600 | 90%
5 1800 _ 80%
6 1400 80%
.7 1000 70%
8 1200 80%

Masa insular: MEDIA 1387
RANGO 1000-1800

Pureza: MEDIA 78
RANGO 70-90
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TABLA 2~I. GRUPO I. MASA Y PUREZA INSULAR

P RATA NUMERO PUREZA
Ll | 1560 60%
I[Z 1520 80%
3 1480 | 80%
4 1600 _ 80%
5 1800 B0%
6 2000 85%
7 1800 80%
8 1520 80%
Masa insular: MEDIA 1600
RANGO 1480-2000
Pureza: MEDIA 78
RANGO 60-85

TABLA 2-J. GRUPO J. MASA Y PUREZA INSULAR

RATA NUMERO | PUREZA
1 1200 85% |
2 1200 80%
3 1200 90%
4 1700 90%
5 950 90%
6 1000 H?O%
7 1000 BO%
_8 1200 80%
Masa insular: MEDIA 1181

Pureza: MEDIA
RANGO

RANGO 950-1700

85
80-90

1‘
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TABLA 2-K. GRUPO K. MASA Y PUREZA INSULAR.

ﬂ RATA NUMERO PUREZA
| 1 2400 50

2 1840 50

3 1500 70

4 1600 70

5 | 1040 70

6 1200 40

Masa insular: MEDIA 1596

RANGO 1040-2400

Pureza: MEDIA 58
RANGO 40-70
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MASA INSULAR TRANSPLANTADA
Total de grupos

2500 ¢
g L —
y 2000F .
: - — T
© \so0f _ i -
D
E
I 1000}
S
L
O »
T s00l=,
5 Allsllc|io(|lEe(lFllei{n]|lVI]Y(]K

O RSN P [USNDIIN U PUIMSNEDN, PU) PRNNDUNNS, P P J GRS U SHDNI P, D J) RS iy FRS—"
| GRUPOS

GRAFICA 3. Se representa el nimero de islotes utilizados como
media en cada uno de los grupos. En la mayoria de los grupos la
masa insular no muestra variaciones apreciables, no alcanzando
diferencias con significacién estadistica. El grupo A, en cambio,
muestra un nivel de significacién estadistica con el resto de los
grupos, con una p<0.01 en el menor de los casos. Por otra parte
en el grupo I la masa insular trasplantada fue significativamente
mayor gue en otros grupos (p<0.05 en el menor de los casos)
excepto en los grupos H y K en los que hay una ausencia de

significacién estadistica respecto al grupo I.
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PUREZA INSULAR
Total de grupos
%
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T — 1
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GRAFICA 4. Se refleja la pureza estimada de 1la breparacién
insular utilizada en cada grupo. El grupo C muestra diferencias
significativas (p<0.05) con los grupos B, E, F, H, I y K. El
grupo J muestra diferencias (p<0.05) Gnicamente con los grupos
B, E, I y K. Ambos grupos con mayor media de pureza, C y J, nho
muestran diferencias entre si. Asimismo las purezas del resto de
los grupos tampoco guardan una significacién estadistica entre
si salvo el grupo K que presenta una pureza media inferior a la

de otros grupos (p<0.05) excepto el D.
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RESULTADOS. GRADIENTES DE DENSIDAD

DENSIDADES DEPOSITO DEPOSITO SEPARACION
EXOCRINO ENDOCRINO
f = -
1085/1069/1056 1085 1085/1069 NULA ’
1085/1072/1056 1085 108571072 DEFICIENTE
1072/1056
1085/1075/1056 1085 1075/1056 SUBOPTIMA
108571075
1085/1077/1056 1085 1077/1056 OPTIMA |l

TABLA 3. Se muestran las diferencias de la separacidn de los
islotes obtenidos mediante gradientes de densidad con BSA en
funcidén de las densidades utilizadas. Se han mantenido
invariables las densidades extremas, 1.085 y 1.056, modificandose
la densidad intermedia en funcién de los resultados obtenidos en
cuanto a nimerc y contaminacidn de material no endocrino. Cuando
se utiliza 1.069 como densidad intermedia, los islotes se
depositan pegados a la capa de tejido exocrino, gque ocupa el
fondo del tubo de gradiente, a nivel de la interfase 1.085/1.069.
La recogida de los islotes conlleva inevitablemente un
acompafiamiento de impurezas muy importante. La utilizacién de la
densidad 1.072 produce un depbdsito exiguo de islotes en la
interfase adecuada (1.072/1.056) al tiempo que la mayoria se
depositan en 1la interfase inferior (1.085/1.072) junto al
material exocrino.

Con el gradiente de 1.075 hemos obtenido mejores resultados,
logrando que los islotes se depositen en la interfase superior
(1.075/1.056) en ocasiones, pero no de forma invariable, de modo
gque en otras pruebas realizadas con esta densidad el depdsito ha
sido mayor en la interfase inferior.

La densidad que mejores resultados nos ha proporcionado ha sido
la de 1.077, la cual se acompafia de un depdsito practicamente
exclusivo de islotes en la interfase 1.077/1.056, produciéndose
de esta forma una adecuada separacién.
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SECRECION ESTATICA DE INSULINA
gegun lamafio de los islotes
20_ng/ml
P
15
[
g ] Pequefios
E 10 4 * B3 Medlanos
i{I [ Bl Gcrandes
A
5 -
I =as
5mM 25 mM

GRAFICA 5. Secrecidn estatica de insulina de islotes frescos de
rata en funcién de su tamano. Los islotes pequefios son agquellos
menores de 100 micras, los medianos comprendidos entre 100 y 200
micras y los grandes superiores a 200 micras. Se ha analizado la
concentracién de insulina (RIA con anticuerpo antiinsulina de
rata} en el medio (solucidén de Krebs Ringer) con glucosa 5 Mm y
25mM respectivamente. Los islotes responden al estimulo con
glucosa en relacidon directa a su tamafo.

*p<0.05 **p<0.001.

(Por cortesia de la Dra. Beatriz Martinez, extractado de sus

estudios de tesis doctoral en curso).
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RESULTADOES DEL TRASPLANTE EN LOS DIFERENTES GRUPOS

EVOLUCION GLUCEMICA TRAS EL TRASPLANTE
GRUPO A (control)

mg/di
500
f‘ —— ratal
& ~— rala 2
5 —¥— rata 3
[ 200 ™
A -8— rata 4
100}
0 1 [ 1 ] I 1 1 1 - }
0 i 2 3 4 5 6 7 8 Q

GRAFICA 6. Se reflejan los resultados del TI en el grupo A4,
realizado sin inmunosupresién. La media de islotes trasplantados
fue de 475 (DS 64), con un intervalo comprendido entre 400 y 550.
La pureza estimada fue de 80% (DS 20), intervalo de 50-90. En
ningin casoc se observd variacidén glucémica tras el TI. El limite

de deteccidén del reflectéometro fue de 400 mg/dl (*).
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EVOLUCION GLUCEMICA TRAS EL TRASPLANTE
GRUPO B (control)

mg/dl
600

Rata 1
Rata 2
Rata 3
Rata 4
Rata 5
Rata ¢
Rata 7
Rata 8

ddk kb oxt

GRAFICA 7. Representacién de la evolucidén glucémica tras el TI
en el grupo control B (sin inmunosupresidn), con una media de
islotes de 1397, DS 536, intervalo 880-2600 (relacidn
donante:receptor 1.5:1). La pureza media fue de 76%, DS 8,
intervalo 60-85. 4 de las 9 ratas mostraron una reversién
transitoria y parcial de la diabetes gue en ningin caso superd

los 8 dias (5, 6, 7 y 8 dias).
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EVOLUCION GLUCEMICA TRAS EL TRASPLANTE
GRUPO C (CsA oral 0,+1,+2)

mg/di
500
" 4004
—= Raial
~—+— Rata 2
G
L 300 -%- Rala 3
g -5~ Rata 4
151 >~ Rala &
[ 200 -~ Rata 6
A -4 Rata 7
100 - —&- Rata &
0 1] 1 1 i | | 1 | i
0 1 2 3 4 5 6 7 8 @

GRAFICA 8. En esta grafica queda reflejada la evolucién de la
glucemia tras el TI en el grupo C, constituido por ratas a las
que se realizd inmunosupresidén con CsA por via oral los dias
0,1,2.

La media de islotes fue de 1121, DS 330, intervalo 725-1650. La
pureza media fue del 87%, DS 4, intervalo 80-90.

Solamente se observd un descenso de la glucemia en tres de las
8 ratas gue no superd el 2¢ dia.

* refleja el limite de deteccién del reflectémetro (400 mg/dl).
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EVOLUCION GLUCEMICA TRAS EL TRASPLANTE
GRUPO D (CsA oral -2.-1,0)

mg/dl
500

- Rata l
(E‘ ~— rata 2
g ¥~ Rata 3
I\EA -5 Rata 4
[ =%~ Rala &
A -9~ Rata 6

0 i | | —r P | I 1 J
0 ] 2 3 4 5 6 7 8 9
DIAS

GRAFICA 9. El grupo D estaba constituido por ratas a las que se
realizd TI bajo inmunosupresidén con CsA administrada por via oral
los dias -2,-1,0. La media de islotes fue de 1150, DS 484,
intervalo 700-2000. La pureza media fue del 63%, DS 25, intervalo
40-90. La grafica refleja la respuesta glucémica tras el TI. No
se observaron variaciones glucémicas en ninguna de las ratas. El

limite de deteccidén del reflectémetro era de 400 mg/dl (*).



Resultados 91

EVOLUCION GLUCEMICA TRAS EL TRASPLAMTE
GRUPO E (CsA polvo sc 0,+1,+2)

mg/d!
500

Rata 1 (11)
Rata 2

Rata 3 (}90)
Rata 4

Rata &

Rata & ()90)
Rata 7

Rata 8 ()?0)

db ¢k bkt

GRAFICA 10. El grupo E recibid inmunosupresidn con CsA en polvo
disuelta en aceite de oliva por via subcutdnea los dias 0,1,2.
Se trasplantaron una media de 1206 islotes, DS 378, intervalo
850~-2000. La pureza media fue del 75%, DS 11, intervalo 60-90,.
Cinco de las 8 ratas mostraron una normalizacién de la glucemia
superior a un dia, cuatro de ellas superaron la primera semana,
de las cuales tres tuvieron una reversidn prolongada de 1la

diabetes.
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EVOLUCION GLUCEMICA TRAS EL TRASPLANTE
GRUPO F (CsA solucion sc 0,+]1,+2)

mg/dl
600

1

500y
Rata t
Rata 2 (25)
Rala 3
Rata 4 ()90)
Rata &
Rata ¢ (0%0)
Rata 7
Rata 8 (}°0)

(AR N

GRAFICA 11. El grupo F recibid CsA en solucién disuelta en aceite
de oliva por via subcuténea los dias 0,1,2. Se trasplantaron una
media de 1156 islotes, DS 287, intervalo 600-1500, con uha pureza
media del 73%, DS 21, intervalo 40-90. Cuatro de las 8 ratas
mostraron una reversidn de la diabetes, siendo en trés de ellas

superior a los 90 dias.
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EVOLUCION GLUCEMICA TRAS EL TRASPLANTE
GRUPO G (CsA solucién sc -1,0,+7)
mg/dl
600
500
—— Rata | {15")
G 400 —+ Rata 2 (167
L -¥- Rata 3
é 300 - Rata 4 (16}
M =% rata 5 (16)
| - Rata ¢ ()90)
A 200r & Rata 7
%~ Rata 8 ()90)
100}
0 | I | ) D S | 1 i W S |
0 i 2 3 | 5 s} 7 8 Q
DIAS

GRAFICA 12. Se refleja el comportamiento glucémico tras el TI en
el grupo G en el cual se administrd CsA los dias -1,0,7 por via
subcutinea. Se emplearon una media de 1182 islotes, DS 212 e
intervalo 1000~1600. La pureza media fue del 78%, DS 8, intervalo
70-90. En la mayoria de las ratas (1,2,3,4,5 Yy 6} se produjo una
reversidén parcial (alternando cifras de normoglucenmia y leve
hiperglucemia) de la diabetes en la primera semana gue sélo en
la rata n? 6 consiguid resolverse positivamente de forma
prolongada. En las ratas ne? 1 y 2 la glucemia no 1llegd a
normalizarse totalmente (*) tras la 32 dosis de CsA (dia 7),
presentando con frecuencia glucemias moderadamente elevadas (<300
mg/dl) durante las primeras dos semanas, tras las cuales
reaparecid posteriormente una hiperglucemia franca (>400 mg/dl).
Unicamente la rata n? 8 mostrd desde el primer momento una
normalizacién glucémica completa y prolongada.
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EVOLUCION GLUCEMICA TRAS EL TRASPLANTE
GRUPO H (CsA solucion sc -1,+9)

mg/dl

Rata 1 ()90)
Rala 2

Rata 3 (9)
Rata 4 ()90)
Rala & .
Rata &

Rata 7 (9)
Rata 8 (297)

(S U

GRAFICA 13. El1 grupc H se constituyé con ratas a las que se
realizdé inmunosupresidn los dias -1 y 9. La media de islotes
trasplantados fue de 1387, DS 294, intervalo 1000-1800. La pureza
media fue del 78%, DS 8, intervalo 70-90.

Las ratas nfl y 4 presentaron una normalizacién total de 1la
glucemia desde el primer dia que se mantuvo de forma prolongada.
Las ratas 3 y 7 tuvieron una normalizacién total pero transitoria
(9 dias en ambos casos) de la glucemia, retornando posteriormente
a niveles claramente hiperglucémicos, En el caso de la rata ne8
la diabetes presenté una reversidn incompleta (*) durante 29

dias.
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EVOLUCION GLUCEMICA TRAS EL TRASPLANTE
GRUPO I (CsA solucién sc 0.+1.+2)

mg/dl
700

Rata | (21)
Rata 2
Rala 3
Raia 4 (90)
Ratla &
Rata 6 (90)
Rata 7 (28)
Rata 8 (26)

LR

Relacién donante-receptor 1.5/1

GRAFICA 14. Al igual que en los grupos E y F en el grupo I se
utilizé CsA subcutanea los dias 0,1,2 pero el ndimero de islotes
empleados fue mayor, manteniéndose una relacién donante-receptor
de 1.5:1. La media de islotes utilizados fue de 1600, con una DS
de 185 y un intervalo de 1480-2000. La pureza media fue del 78%,
DS 7, intervalo 60-85.

cinco de las 8 ratas superaron inicialmente el rechazo del
injerto pero en tres de ellas (n? 1,7 y 8) reaparecidé la diabetes
a los 21, 28 y 26 dias respectivamente. Las ratas n2 4 y 6

presentaron una reversidn prolongada.
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EVOLUCION GLUCEMICA TRAS EL TRANSPLANTE
GRUPO J (CsA solucién sc 0,+1,+2)

mg/dl
600

Rata | (68)
Rata 2 (16)
Rala 3 ()90)
Rata 4

Rata 5 ()90)
Rata & (390)
Rata 7

bd ket

DIAS
HIPOGLUCEMIA (5 Ul/kg) a 36 h. 7 d. | m.

GRAFICA 15. El grupo J compartia con otros grupos anteriores la
pauta de CsA sc los dias 0,1,2. con la tnica diferenciacién de
la inyeccién sc de insulina lenta (5 u/kg) a las 36 horas, 7 dias
¥ 1 mes tras el TI, con idea de analizar la existencia de
variaciones en la respuesta a 1la insulina tras el TI. Se
ut:ilizaron una media de 1181 islotes (DS 235), intervalo 950-
1700. La pureza media fue del 85% (DS 5), intervalc 80-90. Se
observé una respuesta inicial en 6 de las 8 ratas pero solamente
4 mostraron una reversioén .que superd los 90 dias. De estas
dltimas, las ratas n? 1 y 4 presentaron una normalizacidn
completa desde el TI. Las n2 6 y 7 presentaron una reversidn
parcial hasta el 112 y 92 dia respectivamente tras los cuales

comenzaron a presentar euglucemia prolongada.
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VARIACION GLUCEMICA TRAS EL TRASPLANTE
GRUPO K (CsA solucién 0,+1,+2)

a Rata 1 (21)

L Rata 2 (90)
2 Rata 3 (90)
I\EA Rata 4 (90)
1 Rala 5

A Rata & {30}

c 1 2 3 4 &5 6 7 8 9 1 Il
Hipoglucemia (S ut/Kgda 36 h.7d. 1 m.

GRAFICA 16. El grupo K estaba constituido, tal como el grupo J,
por ratas sometidas a inmunosupresién con CsA sc los dias 0,1,2
a las gque se administrd insulina tal como se ha detallado. La
media insular en este grupo fue mayor (1596) que en el grupo J,
.Y su pureza menor (58). Cinco de las 6 ratas presentaronruna
reversidén inicialmente pero, mientras en las ratas n? 1 y 6
reaparecidé la hiperglucemia a los 21 y 30 dias respectivamente,
en las n? 2, 3 y 4 la normalizacién glucémica se mantuvo por
encima de los 90 dias. Noétese que mientras en la rata ne 4
nmuestra euglucemia desde el inicio, las n® 2 y 3 presentan una
reversidén parcial en los primeros dias gque posteriormente se

corrigié de forma mantenida.
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RESULTADOS DE TRASPLANTES. TODOS LOS GRUPOS.

PAUTA OTROS >1 >7 >30 >90 | MEDIA
CsA FACTORES | DIA | DIAS | pIas | DIAs ] pias
N 4 0 0 0 0 0
B | —ommemme 1.5:1 afo | 1/9 o} o 3.3
¢ |vo o0,1,2 0 0 0 0 0
p | vo-2-1,0 0 0 o 0 0
E_|sc 0,1,2 |CsA-polvo | 5/8 | 4/8 | 3/8 |3/8 35.6
F_|sco,1,2 | /8 | a/8 3/8 3/8 38.1
G |sc-1,0,7 g/8 | 6/8 2/8 | 2/8 31.3
B [sc -1, 6/8 | 5/8 2/8 2/8 28.7
I |seco,1,2 1.5:1 5/8 5/8 2/8 2/8 27
J |S8C 0,1,2 insulina | 6/8 6/8 5/8 4/8 | 55.5
K |[sc o0,1,2 | insulina | e/6 | s/6 3/6 | 3/6 53.8

REVERSION PROLONGADA. TOTAL GRUPOS SC: 19/54 (35.1%)

REVERSION PROLONGADA. GRUPOS SC 0,1,2: 15/38 (39.4%)

TABLA 4. Esta tabla muestra el resultado de los TI en los
diferentes grupos de ratas. En el grupo A (control con escaso
nimero de islotes) no se observa variacién glucémica tras el TI.
El grupo B (control con una relacién donante-receptor 1.5:1)
muestra una normalizacién de la glucemia en la primera semana del
TI en 4 de las 9 ratas del grupo pero solamente una supera
miniramente los 7 dias (8 dias de euglucemia). Los grupos C v D
(CsA oral) no superan en ningin caso el primer dia de euglucemia
tras el TI. Los grupes E y F (ambos con una pauta de CsA sc.
0,1,2, difiriendo en la presentacidn de la CsA -polve y solucidn
respectivamente) muestranresultados practicamente superponibles,
con una reversidn prolongada en 3 de 8 (37.5%) ratas en cada
grupo. El resultado no se ve mejorado en 21 grupo I, con idéntica
pauta de CsA pero incorporando un mayor humero de . islotes
trasplantados. Los grupos G (CsA sc. 0,1,7) y H (CsA sc. -1,9)
presentan ambos una reversidn prolongada en 2 de las 8 ratas de
cada grupo (25%). Los grupos J y K (CsA sc.  0,1,2 con
administracién exégena de insulina (5 u/kg) a las 36 horas 7 dias
Y 1 mes de la implantacién de 1los islotes) muestran unos
resultados discretamente superiores, con un 50% de reversidn
prolongada en cada grupo.
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CsA 0,+1,42
INSULINA (13 u/kg) DIAS -2,1,0,1,2,3,4,5

r=RaceQ

GRAFICA 17. Se observa el impacto gque la administracién de
insulina exdégena (13 u/kg) provoca en ratas trasplantadas con
pauta de CsA oral 0,1,2. La insulina se administré los dias

-2,~1,0,+1,+2,+3,44,+5. Cuatro de las ocho ratas aparecieron
muertas en la jaula {representadas por una flecha) observandose
en los dias previos glucemias bajas y mal estado general. Se
representa la Gltima glucemia observada antes del fallecimiento

del animal.
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RESPUESTA A INSULINA EXOGENA

120

—=—~ NORMALES
—+ DIABETICAS
—¥- TI-36 HORAS
-8~ TI-7 DIAS
- T1-1 MBS

BEOOHQ R

HORAS

GRAFICA 18. Se muestra la diferente respuesta glucémica de varios
grupos de ratas a la administracién de una dosis de 5 u/kg de
insulina por via subcuténea. Se realizé la prueba en un grupo de
ratas sanas, diabéticas y trasplantadas 36 horas, 7 dias y 1 mes
antes. La respuesta se ha determinado de forma porcentual a la
glucemia basal antes de la prueba. Los asteriscos representan la
existencia de una diferenciacién estadisticamente significativa

(* p<0.05, ** p<0.0l1) respecto al grupo de ratas sanas.
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CICLOSPORINEMIAS EN RATAS SANAS TRAS ADMINISTRACION O0,1,2
POR VIA ORAL

|1 —_=
“RATA ‘ 1 2 3 4 | s 6 | MEpIA
2 H 528 986 1306 | 1422 828 1726 || 1132
(434)
1 D. ——— 1388 926 930 | 796 844 976
(236)

i
2 D. 1592 646 1288 1838 | 2502 720 | 1421
(707)
3p. | 596 330 342 1254 | 1650 416 764
(555)
4 D. 208 124 112 882 584 132 340
(320)
7 D. —— 10 | ==eme | e 100 " ND 36
(55)
9 D. ND ND ND 8 18 ND 4
(7)

11 D ND ND ND ND ND ND e

TABLA 5. Esta tabla muestra los niveles de ciclosporina en plasma
(RIA) en un grupo de seis ratas sanas a 1las gue se han
administrado tres dosis de 30 mg/kg de peso por via oral en tres
dias consecutivos. Los valores reflejados en la casilla 2 h.
muestran la ciclosporinemia a las 2 horas de la primera dosis de
CsA. Las dosis ulteriores se administraron en los dos dias
sucesivos, inmediatamente después de la extraccidn de sangre para
la determinacidn de los niveles plasmdticos. Vemos que existe una
importante variabilidad de 1los niveles de la droga en las
distintas ratas como muestran las desviaciones estandar,
reflejada entre paréntesis bajo la media de valores.

En todos los casos existe un répido declinar de 1las
concentraciones de CsA mids allé del 42 dia del inicio de 1la
ingestidén de la droga, siendo préacticamente indetectable a partir
del 7¢ dia.

H.=hora, D.=dia, ND=no detectable, ---=no determinado.
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CICLOSPORINEMIA EN RATAS TRAS ADMINISTRACION 0,1,2 MEDIANTE
INTUBACION ESOFAGICA

2 3 4 S

1150 1546 1634 1342

B64 1228 1724 1280

448 848 846 722

490 968 382 608 250 581
{265)

648 386 200 322 68 346
(201)

ND 66 30 23 ND 23

l (24Lﬁ
ND 8 5 ND ND 2
| (3)
ND ND ND ND ND -

TABLA 6. En esta tabla aparecen los valores de ciclosporinemia
determinados mediante RIA en un grupo de seis ratas sanas a los
gque se han administrado una dosis de CsA (30 ng/kg) mediante su
introduccién con una cédnula esofdgica en tres dias consecutivos.
De forma similar a la administracién en la cavidad bucal, se
observa una caida brusca a partir del cuarto dia, siendo en el
792 dia los niveles muy bajos, si no indetectables. El1 analisis
estadistico no muestra diferencias significativas con el grupo
oral, alcanzando lUnicamente en el 22 dia una diferenciacidn en
el limite de la significatividad (p=0.056).

H.=horas, D.=dias, ND=no detectable, (})=desviacidn estéandar.
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CICLOSPORINEMIA EN RATAS TRAS ADMINISTRACION O0,1,2
POR VIA SUBCUTANEA

l RATA " 1 2 3 4 5 6 IMEDIA I
I 2 H. 2714 822 794 544 854 2860 1431
{1506)
1 D. 2782 1234 1212 878 1207 2900 1702
(892)
2 D. 2204 1604 1390 1528 2890 1840 r 1909
{558)
3 D. 2400 1480 1391 1882 2800 1708 1943
{551)
] —_—
4 D. 2232 1198 1342 1854 2800 1lle66 1765
(656)
7 D. 1470T 844 784 654 430 352 762
(397)
9 D. 874 648 786 538 264 238 558
(264)
11 b. 620 476 394 478 134 402 417
{(160)
15 D. 158 160 162 154 a4 : g6 138
_ (35)
18 D. 225 —— - 144 124 128 155
(47)
22 D. 20 40 25 T 61 48 32 37
P - {15)
25 D. 63 54 16 30 26 12 a3
] (20)
TABLA 7. La tabla superior muestra la concentracidn de

ciclosporina en plasma en un grupo de ratas sanas a las que se
han administrado una dosis de 30 mg/kg de peso de 1la droga
durante tres dias consecutivos mediante inyeccién subcuténea.

A diferencia de los anteriores grupos en gque la administracién
fue por via entérica, en esta serie de ratas se observan niveles
de ciclosporinemia incluso a los 25 dias de su administracidn.
Si bien los niveles alcanzados tras la primera dosis de CsA
(casillas 2 H. y 1 D.) no muestran unas diferencias importantes
respecto de los grupos de administracién enteral, a partir del
22 dia comienzan a mostrar niveles claramente superiores a
aquellos, alcanzando una clara diferenciacién estadistica
(p<0.001) con ambos grupos oral y esofigico.

H.=horas, D:=dias, =--=no determinado, {)= desviacidén estandar.
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CICLOSPORINEMIA. DOSIS MULTIPLE
Via de administracion

ng/ml
3500
3000+
T
C 2500}
L
O
g 2000 | B SUBCUTANEA
o LB T3 ESOFAGICA
112 1500 FT|. S :: BN ORrAL
N sEmiy R
E 2 TH AR
M 1000 b " %
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b4 l:: o
ol 1 B
i 3 4 7 Q 1] 15 18 22 25
DIAS

GRAFICA 19. Se representan las ciclosporinemias determinadas de
ratas sanas a las gue fueron administradas tres dosis (30 mg/kg)
diarias de CsA en dias consecutivos. Las ratas se agruparon en
tres grupos en funcién de la via de administracion de la droga:
oral, esofédgica o subcutdnea. Las determinaciones de CsA de los
dias 1 y 2 se realizaron de forma previa a la 28 y 32 dosis
respectivamente.

* p<0.05 de CsA sc. respecto a CsA esofdgica en dia 2.

** p<0.01 de CsA sc. respecto a CsA oral y esofdgica en dias

ulteriores,
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CSA. ORAL
AREA BAJO LA CURVA

ng/mi
CsA

1.950.000 UA
1.516.750 UA
1.920.000 UA
3.110.000 UA
2.883.400 UA
1.680.000 UA

¢ bkt

15 18 22 25

GRAFICA 20. Representacidén de las ciclosporinemias de las ratas
a las que se administrd CsA por via oral tres dias consecutivos.
Se ha determinado el area total bajo la curva de la concentracidn
de CsA en cada animal de forma individual mediante la regla del
trapezoide a lo largo del total de dias, representando 1los

resultados como unidades arbitrarias (UA).
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CSA. ESOFAGICA

AREA BAJO LA CURVA
ng/ml
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GRAFICA 21. Representacién grafica de 1las concentraciones
plasmaticas de CsA en el grupo de ratas con CsA administrada
mediante intubacién esofdgica, con sus respectivas areas bajo la

curva de las ciclosporinemias. (UA= unidades arbitrarias).
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ngsml
CsA
3000 1
4
2500 - n=6
2000 —— 7.210.000 UA
~— 23.547.500 UA
1500 ¥~ 3.360.000 UA
-8 4.330.000 UA
—— 5.796.250 UA
1000 - —0— 5.185.000 UA

CSA. SUBCUTANEA
AREA BAJO LA CURVA

GRAFICA 22,

Grafica representativa de las ciclosporinemias del

grupo tratado mediante via subcutdnea con sus respectivas areas

bajo la curva de los niveles plasmaticos de la droga. (UA=

unidades arbitrarias).
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CICLOSPORINEMIA
Area bajo la curva
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SUBCUTANEA ESOFAGICA ORAL

GRAFICA 23. Ciclosporinemias representadas mediante la suma de
las areas bajo la curva de las concentraciones plasmaticas de la
droga en cada grupo tratado con CsA oral, esofagica y subcutanea.
Mientras que las dos primeras no muestran una diferencia
significativa (NS) el grupo tratado con CsA subcutdnea muestra

unos niveles superiores (**) a los otros dos grupos {p< 0.01).
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ANALISIS DE REGRESION DURACION-NUMERO
GRUPOS CON CSA SUBCUTANEA
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GRAFICA 24. Representacidén del andlisis de regresiéon de la
duracién de la normoglucemia y el nlimero de islotes trasplantados
en el total de los grupos tratados con CsA subcutanea. Obsérvese
gue existe una muy débil positividad con un pobre coeficiente de
correlacion lo cual avala la ausencia de relacidn entre el nimero
de islotes trasplantados y el resultado del TI cuando se utilizan

un minimo de islotes (>1000).
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ANALISIS DE REGRESION DURACION-PUREZA
Grupos con CsA subcutanea
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GRAFICA 25. La grafica refleja el andlisis de regresiédn entre 1la
pureza de la preparacibén insular y el resultado del trasplante
en las ratas en las que se utilizé CsA subcutdnea. Es obvia la
ausencia de correlacién (r=0.05) entre ambas variables para las

purezas estimadas, siempre superiores al 40%
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INYECCION EXTRA DE CSA
Variacién glucémica tras el T1
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GRAFICA 26. Se refleja el impacto gue una dosis extra de CsA
subcutdnea ejerce sobre la glucemia de un grupo de ocho ratas
sometidas a un TI con pauta perioperatoria de CsA subcutdnea los
dias 0,1,2 gue no mostraron una normalizacién de la glucemia tras
la implantacién. En dos ratas la CsA extra se administrdé el 4¢
dia del TI, en otras dos se hizo el 82 dia y en cuatro el dia 79.
Mientras que 4 de las 8 ratas no vieron modificados sus niveles
de glucemia previos otras 4 experimentaron una hormalizacidn
glucémica tras la dosis extra de CsA que se prolongd durante un

pericdo variable de tiempo.
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Duracién tras CsA extra
segun glucemia previa
glucemia
medi
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GRAFICA 27. En esta grafica gqueda reflejada la respuesta de cada
rata del grupo anterior tras la administracién de una dosis extra
de CsA y su relaciébn con la glucemia media post-trasplante.
Obsérvese gue las cuatro ratas cuya glucemia media era mayor de
400 mg/dl (434, 423, 418, 409 respectivamente) no respondieron
a la dosis extra. En cambio las cuatro ratas cuya glucemia no
superaba los 300 mg/dl (300, 381, 278 y 261) mostraron una
respuesta inicial que se prolongd durante un periodo variable de
dias. En tres de ellas la reversién de la diabetes fue
transitoria (20, 13 y 11 dias) mientras gque en la cuarta fue
prolongada (>%0 dias). En este subgrupo respondedor no se apreciod
una relacidén directa entre la glucemia previa y la duracién de

la normoglucemia.
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DIGESTION ENZIMATICA

El proceso de aislamiento de islotes pancredticos en roedores
agrupa una serie de etapas, cada una de ellas determinantes en
el resultado final del aislamiento. El objetivo es consegquir el
‘mayor nimero de islotes viables, con un maximo grado de pureza
y con un funcionalismo intacto.

En primer lugar, siguiendo un orden cronolégico del proceso,
figura la digestidn pancreatica del tejido exocrineo, la cual
permite separar los 1islotes del resto de 1la estructura
pancreatica. Ello se consigue mediante la accidn enzimética de
la colagenasa, que provoca una disrupcidén de las conexiones
fibrosas que unen los islotes a los acinis, asi como a los septos

interlobulares y capsula pancreitica.

Las preparaciones de colagenasa utilizadas en el aislamiento de
islotes, procedentes del cultivo de Clostridium histolyticum, no
son puras sino que se hallan contaminadas por otras enzimas que
incluyen proteasas no especificas. Curiosamente, parecen mas
efectivos los preparados con contenido proteolitico inespecifico
gue los mas puros (McShane y col. 1989). Por este motivo
consideramos que la preparacién utilizada es un factor importante
a tener en cuenta debido a la diversidad de 1la actividad
proteoclitica de las diferentes preparaciones comerciales. Incluso
dentro del mismo tipo de colagenasa existe una importante
variabilidad seqin los distintos lotes.

Con el fin de trabajar siempre con una preparacidédn uniforme en
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nuestros trabajos hemos trabajado siempre con colagenasa tipo V
de la casa comercial Sigma y, en lo posible, obtenida siempre de
un mismo lote para evitar variaciones en el grado de digestién
enzimitica debidas a este motivo en los distintos experimentos.
La eleccidn de una determinada concentracién de colagenasa se
basa en la mayoria de los grupos de investigacién en términos
empiricos. Lo que si parece guardar correlacién es la actividad
intrinseca del tipo de colagenasa utilizada y la concentracidn
a la que se prepara (Gray y col. 1992). Asi, la colagenasa Sigma
tipo V, que posee una actividad de unas 500 unidades /mg de peso
seco, se prepara generalmente a una concentracién de 6 mg/ml,
mientras que la colagenasa Sigma tipe XI posee una mayor
actividad, del orden de 1500 u/mg, por lo que se prepara a
concentraciones menores (3 mg/ml). Generalmente la solucidn de
colagenasa se prepara mediante su dilucidén en solucidédn de Hank

(salina fisiolégica).

La colagenasa puede ser administrada mediante una inyeccién
intraductal, lo que se denomina técnica de cargado, o bien
mediante un sistema de perfusién continua. Existen discrepancias
entre la mayor eficacia de un sistema u otro (Warnock y col.
1989, Ricordi y col. 1988). El sistema de perfusién continua
aporta la ventaja tedrica de que alcanza una temperatura O6ptima
mis rapidamente debido a 1la presencia de un sistema de
recirculacidn y la colagenasa llega mejor a todas las zonas del
pancreas, pero aflade una complejidad y coste al sistema gue
contrarresta sus probables ventajas.

Para la digestién pancredtica hemos utilizado la técnica de 1la
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distensién pancreadtica mediante inyeccidn intraductal de
colagenasa, descrita por Horaguchi y col. en perros en 1981, la
cual fue posteriormente aplicada a ratas por Sutton y col. en

1986.

La distensidén del pancreas por la colagenasa debe ser 1lo
suficientemente completa como para permitir una diseminacidn de
la colagenasa por todo el parénquima. Una adecuada distensidn
favorece asimismo 1la extirpacién del o6érgano al hacer mas
ostensible la delimitacidn del drgano con las estructuras vecinas
(duodeno, colon transverso, estémago y bazo). E1 volumen de
solucidén de colagenasa inyectado y la presidén de inyeccién son
factores que pueden afectar el resultado de la digestidén, pero
existen pocos datos al respecto. En nuestros experimentos hemos
inyectado 4 ml de solucidn de colagenasa en aproximadamente 20-30
seg. Un volumen excesivo (superior a los 2 ml/gr. de tejido)
puede provocar rupturas del sistema ductal y ocasionar una
extravasacidn de colagenasa sin mejorar a pesar de ello los
resultados (Gray y col. 1992),

Se debe evitar la extravasacién de colagenasa por el sitio de
puncién para lograr una buena distensidén. Para ello es importante
utilizar una canula adecuada (21 o 23 g.), cuyo grosor es similar
a la luz del ductus, inyectar la solucidn lentamente y, si es
preciso, pinzar con hilo de sutura o bien digitalmente la zona

del ductus que se canula.

La digestién enzimitica se lleva a cabo en un bafio de agua

destilada en el cual se introducen los tubos que contienen los
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pancreas distendidos sumergidos en solucién MEM. En esta fase hay
una serie de variables que influyen en el grado de separacidn de
los islotes, como son la temperatura de incubacidn, la duracidn
de la digestién y la existencia de una agitacién continua. Esta
Gltima mejora la disrupcién del tejido fibroso, especialmente los
septos interlobulares y cédpsula pancreatica (Van Suylichem y col.
1987) los cuales son afectados por la colagenasa en menor medida
Y, por tanto, facilita una mejor liberacién de los islotes. Para
lograrlo, durante 1la incubacién se activa el mecanismo de
agitacidén del bafio de forma suave y, una vez finalizada aquella,
se efectida una agitacidn del tubo de forma manual mads enérgica

durante 1 minuto.

La actividad de la colagenasa disponible comercialmente es minima
a temperaturas inferiores ‘a los 49C. Entre 42C y 432C la
actividad enzimadtica se incrementa progresivamente y por encima
de los 469C comienza a descender, probablemente  por
denaturalizacién proteica (Gray y col. 1992). Podria pensarse gue
la eficacia de la colagenasa seria mayor a temperaturas mas altas
pero por encima de los 412C se compromete la viabilidad del
islote y ademas se obtiene un producto de digestidn méAs impuro
al modificar las densidades celulares gque alterardan una
diferenciacidén ulterior mediante gradientes de densidad.

La temperatura de incubacién O6ptima para los islotes varia
significativamente entre diversas especies aunque oscila entre
los 372C y 419C en la mayoria de los mamiferos, incluido el
humanc (Sutton y cel. 1989). Como excepcidn, parece ser que en

el caso de los islotes porcinos se cobtienen mejores resultados
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a temperaturas mas bajas, del orden de los 24°C (Ricordi y col.
1986). En el caso de los roedores varia entre los 37 y 392C
(Sutton y col. 1989). En nuestros trabajos hemos mantenido
constante la temperatura de incubacién en torno a los 372C para
evitar la posible influencia de diferentes temperaturas en el

resultado de aislamiento.

En lo referente a la duracidén de la incubacién, un tiempo de
digestidn excesivo altera la viabilidad del islote mientras que
una digestidn insuficiente no permite una liberacién adecuada del
mismo de sus conexiones fibrosas y, al tiempo que disminuye el
nimero de islotes obtenidos, su separacién incompleta origina
racimos de islotes unidos al esqueleto fibroso que interferiran
con el ulterior procesoe de purificacién con gradientes de
densidad. La diferente actividad de 1los distintos tipos de
éolagenasa,junto a las variaciones entre los pancreas de las
diversas especies, dificultan la estandarizacidén del tiempo de
digestidn enzimatica. Los tiempos de incubacidn estimados en
roedores se establecen entre los 18-19 minutos, mientras que en
humanos es del orden de los 21 minutos (Gray y col. 1984).
Nosotros hemos mantenido constante el tiempo de incubacidn, 18
minutos, a los que sumamos un minuto adiciconal posterior, ya
fuera del bafo, durante el cual realizamos una agitacién manual
enérgica de los tubos con el material digerido, con objeto, como
vya se ha mencionado previamente, de facilitar 1la disrupcién de
las conexiones fibrosas de los islotes que han resistido 1la

accién de la colagenasa.
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Una vez conseguida una digestién pancreatica adecuada es preciso
detener la reaccifén para evitar un dafio del islote que afectaria
la viabilidad y funcionalidad de la célula beta. Ello se lleva
a cabo mediante el enfriamiento y dilucién del producto de
digestién -con o sin la adicién previa de quelantes de calcio-
mediante sucesivos lavados. Estos se realizan generalmente con
soluciones salinas como la de Hank, o MEM (minimal essential
medium), si bien hay investigadores que utilizan otras soluciones
como Eurocollins o UW (University of Wisconsin) que al parecer
mejoran la preservacidén del islote y su ulterior purificacién
{(Van der Burg y col. 1990, Gray y ceol. 1992). Los pasos
siguientes del proceso se realizan con los materiales previamente
enfriados para evitar ascensos de la temperatura. Asi, la malla
de nylon con poros de 500 um, el recipiente donde se recogen los
islotes, los tubos universales y la solucidn de MEM se mantienen

en hielo con este fin.

El filtrado del digerido a través de la malla de nylon permite
una primera purificacidn grosera del material yva que impide el
paso de la red fibrosa pancredtica asi como el tejido mesentérico
Y 9grasa visceral gue pudiera es£ar adherida al pancreas.
Inevitablemente habra una indeterminada cantidad de islotes que
se perderan en este filtrado pero es un precio gue hay que pagar
para intentar realizar una ulterior separacidn por gradientes mis
limpia. La proporcidén de material insular gue se perderd en este
paso dependera en gran medida del grado de distensidn previa del
pancreas tras la inyeccidén de colagenasa y del grado de digestidn

enzimdtica, de modo que cuando éstos no han sido &ptimos se
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observa una mayor cantidad de material pancreadtico gue no pasa
el filtro, y con &l gquedardn atrapados un mayor nimerc de

islotes.
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GRADIENTES DE DENSIDAD

Una vez liberados de las estructuras conectivas vecinas, la
separacién de los islotes del resto del material digerido se
consigue en gran medida mediante la utilizacidén de gradientes de
densidades de un determinado medioc. Ya se comentd previamente la
gran cantidad de medios gue se han llegado a emplear para la
formacidn de gradientes. Actualmente los m&s utilizados son el
Ficoll y la BSA. La purificacién de islotes se logra en base a
la diferente densidad de los islotes respecto a los contaminantes
exocrinos.

Los islotes pancreaticos de rata tienen una densidad que oscila
entre los 1.063 y 1.067 ¢g/ml mientras gue la densidad de las
células exocrinas es mayor de 1.082 g/ml (James y col. 1992).
Otros contaminantes no exocrinos tales como el tejido ductal y
linfoide tienen una densidad més baja, del orden de los 1.055
g/ml (Lake y col. 1989).

La utilizacidén de Ficoll o BSA ha sido materia de controversia
entre diferentes investigadores. El Ficoll comenzd a utilizarse
como medio separador por Lindall en 1969, siendo variable los
resultados obtenidos por diferentes grupos que lo utilizaban, lo
gue parecia relacionarse con una variabilidad en los diferentes
lotes (Sharp 1973). La BSA fue introducida comc medioc de
fraccionamiento de eritrocitos en 1964 (Leif y col. 1964) y
posteriormente se utilizdé para separar subpoblaciones de
esplenocitos (Sunshine y col. 1978). En el aislamiento de islotes

pancreiticos no se utilizd hasta 1987 (Lake y col. 1987).
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Ficoll y BSA constituyen buenos medios de purificacién insular
si bien poseen peculiaridades diferentes que afectan al proceso
de purificacién. La solucién de Ficoll es mds clara que la BSA
y facilita por ello la visidén directa de los islotes. Ademas su
naturaleza guimica y no biolégica hace mas dificil 1la
contaminacién por microrganismos (London y col. 1992). En cambio
la BSA tiene una serie de propiedades que aventajan a otros
medios. En primer lugar, debido a su alta concentracidén proteica
impide la tendencia natural de las células a formar agregados.
Por otro lado, ha sido demostrada la capacidad de la BSA para
inhibir la liberacidn enzimidtica, ayudando de esta forma a
preservar la viabilidad del islote (Wolters y col. 1990). Por
Gdltimo la BSA, tanto en forma de solucidn madre (35%) como en
todas las diluciones gque se preparan mediante la adicidn de MEM,
poseen una osmolaridad fisioldgica (alrededor de 320 mosm/kg)
mientras gue el Ficoll es hiperosmolar (400-450 mosm/kg) segin
la dilucién de que se trate. La exposicidén mantenida de 1los
islotes a soluciones hiperosmolares va en detrimento de su
viabilidad aunque es preciso sefialar, en defensa del Ficoll, que
las células son capaces de recuperarse de exposiciones cortas a
un ambiente hiperosmolar sin efectos deletéreos permanentes
(James y col. 1992). En nuestro proyecto experimental de
aislamiento de islotes comenzamos inicialmente utilizando Ficoll
pero los resultados tanto en nimero como en pureza de islotes
obtenidos han sido mejores con BSA por lo que decidimos cambiar
a BSA como medio de constitucién de los gradientes. Un importante -
factor a tener en cuenta es que existe una cierta variabilidad

inherente a cada preparacidn comercial en lo referente a su
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densidad y osmolaridad que es debida a la diferente precipitaciodn
de la albGmina durante el lavado y dializado de la misma dentro
del proceso de purificacidn comercial (Lake y col. 1989).

Por ello la elaboracidén de las soluciones con diferente densidad
para la creacién de gradientes no se ajusta necesariamente a unas
cantidades fijas de BSA y MEM, siendo preciso determinar mediante
un densitémetro la densidad de cada solucidn recién elaborada,
ajustando y variando las proporciones de ambos constituyente para
obtener las densidades exactas que queramos lograr. Si nho se
realiza este ajuste podremos obtener densidades errdneas que
provocardn una mala separacién de los islotes del resto de la
preparacién, dando como resultado un material insular con una
alta proporcidén de contaminantes exocrinos o incluso la ausencia

de diferenciacién de los islotes en su interfase correspondiente.

La eleccidn de las densidades de BSA para la constitucioén de los
gradientes la hemos establecido tras una serie de pruebas con
diferentes combinaciones de densidades en funcidén del grado de
separacidn y pureza de los islotes. Hemos mantenido invariables
las densidades extremas, 1.085 y 1.056, modificdndose la densidad
intermedia en funcién de los resultados obtenidos en cuanto a
nimero y contaminacidén de material no endocrinc, cCuando se
utiliza 1.069 como densidad intermedia, los islotes se depositan
pegados a la capa de tejido exocrino, que ocupa el fondo del tubo
de gradiente, a nivel de la interfase 1.085/1.069. La recogida
de los islotes conlleva inevitablemente un acompafiamiento de
impurezas muy importante. La utilizacién de la densidad 1.072

produce un depdsito exiguo de islotes en la interfase adecuada
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(1.072/1.056) al tiempo que la mayoria se depositan en la
interfase inferior (1.085/1.072) junto al material exocrino.
Con el gradiente de 1.075 hemos obtenido mejores resultados,
logrando gque los islotes se depositen en la interfase superior
{1.075/1.056) en ocasiones, pero no de forma invariable, de modo
que en otras pruebas realizadas con esta densidad el depbsito ha
sido mayor en la interfase inferior.

La densidad que mejores resultados nos ha proporcionado ha sido
la de 1.077, la cual se acompafia de un depdsito practicamente
exclusivo de islotes en la interfase 1.077/1.056, produciéndose
de esta forma una adecuada separacidn.

De este modo hemos optado por la formacidén de soluciones de
1.085, 1.077 y 1.056 g/ml por ser las que permiten obtener un
mayor nimero de islotes y con un mayor grado de pureza, siendo
posible la realizaciétn de trasplantes efectivos de rata a rata
en proporcidn 1:1.

Otro importante factor que puede provocar resultados no uniformes
en el aislamiento de islotes es la variabilidad en la densidad
del tejido exocrino. Asi mientras que las células endocrinas
guardan una densidad bastante estable, las exocrinas pueden ver
modificada su densidad, principalmente en funcidén del estado
secretorio de las células acinares debido a su rico aparato de
sintesis y almacenaje de proteinas, de modo que cuandc se hallan
degranuladas en el periodo postingesta su densidad es menor que

en estado postabsortivo (London y col. 1992).

Cuando los islotes wvan a ser utilizados para andlisis de

viabilidad u otros estudios fisiolbégicos es preciso obtener un
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material sin ninglin contaminante. Por ello es necesario pipetear
uno a uno los islotes o bien recolectarlos mediante dispositivos
de asas metdlicas de forma individualizada. Si bien esto es
relativamente sencillo para un nimero pequefic de islotes, se
convertird en un proceso largo y tedioso cuando lo gque se
pretende recoger son un nGmero suficiente de islotes con vistas
a la realizacién de un trasplante. Por tanto, cuando se trata de
ésto Gltimo, hemos preferido obtener un mayor namero de islotes
alln a costa de una pérdida relativa de pureza, siempre
persiguiendo la minima cantidad de contaminantes no endocrinos.

La utilizacidn de colorantes del tipo de la ditizona facilita en
gran medida una valoracidén réapida del grado de digestidn y del
contaje y una estimacidén de la pureza de los islotes. La ditizona
se fija al zinc de la molécula de insulina, tifiendo los granulos
de secrecidén de las células beta y dando a éstas una coloracidn
rojiza, permitiendo de esta forma la identificacidén inmediata de
los islotes y una apreciacidén del grado de liberacidén de los

islotes del tejido exocrino (Latif y col. 1988).
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ASPECTOS METABOLICOS

Durante el acto quirdrgico del trasplante intraportal de islotes
hay una serie de factores que conviene considerar. En primer
lugar, la rata diabética presenta una sensibilidad incrementada
a los anestésicos por lo gque es preciso evitar una
sobreexposicién al éter en la induccidén anestésica que puede
provocar una parada cardiorrespiratoria del animal. Por otra
parte el incremento de la lipolisis secundaria a la insulinopenia
del estado diabético conlleva la practica desaparicion del tejido
graso subcuténeo y visceral y un mayor riesgo de perforacién
intestinal al incidir con el bisturi la piel y el peritoneo
parietal. Esto es mucho mas apreciable en las ratas con largo
tiempo de diabetes sin una suplencia insulinica exdgena. Asimismo
las ratas diabéticas con deterioro orgédnico marcado presentan
alteraciones de hemostasia importantes que motivan serios
problemas de sangrado al retirar la canula de inyeccidn de los
islotes, y que si no se atajan convenientemente pueden suponer
el fallecimiento del animal por shock hipovolémico.

Estas observaciones nos han movido a rechazar comd-réceptores a
aquellas ratas diabéticas con un deterioro fisico evidente y a
intentar evitar o minimizar los problemas metabdlicos gue puedan
ocasionarse manteniendo bajo tratamiento insulinico a las ratas
diabéticas. Si bien en estas condiciones las ratas se pueden
conservar con un aceptable estado durante periodos prolongados, .
hemos utilizado preferentemente ratas cuya diabetes haya sido

inducida dos o tres semanas antes.
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Para tener siempre en reserva varias ratas diabéticas con vistas
a trasplantes las hemos administrado tres dosis semanales de 13
unidades/kg de insulina de accién intermedia por via subcutéanea.
Teniendo en cuenta que el peso de las ratas oscila entre los 250-
300 gramos, cada dosis de insulina equivale a 3-4 unidades. Con
esta insulinizacién, tolerada perfectamente por las ratas
diabéticas, se conserva una adecuada integridad organica vy
metabdlica del animal aunque no llegue a normalizar la glucemia.
Los efectos de esa dosis de insulina no duran lo suficiente como
para mostrar cambios equivocos de la glucemia cuando es analizada
al dia siguiente. Por ello cuando la rata presenta normoglucemia
‘a las 24 horas del trasplante deberia considerarse que es debido
a la insulina liberada por el injerto insular y no por insulina
exbgena ya que en este Gltimo caso se podria objetivar una
discreta disminucién de 1la glucemia respecto a los valores
previos pero dificilmente una normalizacidén de la misma.

En nuestros primeros trasplantes se continuaba la administracién
de insulina a la misma dosis durante los primeros dias tras la
implantacién. Esta préactica, sin embargo, ocasionaba en un
porcentaje importante de ratas trasplantadas hipoglucemias
severas gue producian el fallecimiento del animal en gran parte
de los casos. Esta observacién nos movid a comparar y analizar
la influencia del efecto hipoglucemiante de una dosis menor de
insulina (5% mg/kg) administrada por via subcuténea a ratas sanas,
diabéticas y a las 36 horas, 7 dias y al mes del trasplante.
(ver grafica correspondiente). Los resultados, analizados como
variacién porcentual de la glucemia dentro de las primeras 10

horas tras la inyeccién de insulina, muestran en las ratas



Discusibn 128

diabéticas un descenso poco apreciable de la glucemia con una
pronta recuperacidén hacia los niveles previos. En las ratas sanas
presentan una caida maxima del 45% que a las 6 horas ya ha sido
remontada. En lo referente a las ratas trasplantadas, en el grupo
de las 36 horas el descenso glucémico es al 42%, 39%, 46%, 57%
y 77% de la basal en muestras sucesivas. A la primera semana del
trasplante las medias son del 30%, 22%, 35%, 47% y 53% mientras
-gue al mes son del 37%, 36%, 111%, 98% y 106%

Estos resultados reflejan diferencias en el comportamiento
glucémico de las ratas en diversos momentos tras el trasplante,
mostrando en ‘una fase inicial, representado por 1las
determinaciones efectuadas a las 36 horas y 7 dias un descenso
mayor y wmas prolongado (a las 6 horas p<0.0l), especialmente en
el Qltimo grupo (a las 4 horas y 10 horas p<0.001 y p<0.01
respectivamente), en comparacidén con las ratas sanas y tras 1 mes
del trasplante, mostrando ya estas Ultimas una recuperacidn mas
rapida, similar a la de las ratas sanas.

Existe, por tanto, una hiperrespuesta a la insulina exdgena en
fases 1iniciales del trasplante de islotes que se normaliza
posteriormente lo que sugiere una disrregulacién de la secrecidn
y/o liberacidén de insulina por los islotes implantados frente al
efecto inhibitorio que supone la hipoglucemia inducida por la
administracién de insulina. Esto podria explicarse por defectos
funcionales derivados del proceso de aislamiento, por la ausencia
de mecanismos de regulacién paracrinos o por la falta de una
inervacién inherentes a la propia condicién de un injerto
ectdépico. En este sentido cabe resefiar que la reinervacién de los

islotes es un proceso que se desarrolla lentamente a partir del
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6rgano de implantacidén y que tarda varias semanas en llegar a
completarse (Korsgren y col. 1993). Lo mismo ocurre con la
revascularizacion del injerto, que comienza a mostrar signos de
angiogénesis en la primera semana de la implantacidén (Menger y
col. 1989, Méndola y col. 1994) pero que tarda alrededor de un
mes en conpletarse, existiendo factores que afectan negativamente
a este proceso, tales como la hiperglucemia (Jansson y col. 1989)
o la propia CsA (Rooth y col. 1989).

De modo gue la ausencia de una adecuada trama vasculonerviosa de
un tejido alogénico obtenido tras una compleja metodologia e
implantado por otra parte de modo heterotdpico puede ser 1la
responsable de la falta de integridad funcional de los islotes

y de unos adecuados mecanismos homeostaticos.
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INMUNOSUPRESION

En el alotransplante de islotes pancreaticos se han empleado
diversas estrategias en orden a evitar el rechazo del injerto.
La inmunosupresidén del receptor, el inmuncaislamiento de los
islotes mediante membranas semipermeables, la inmunomodulacién
de los islotes previamente al trasplante (cultivo, radiacién
gamma, criopreservacién, anticuerpos monoclonales) (Faustman y
col. 1981, Lacy y col. 1979, Faustman y col. 1984, Lau y col.
1984) e . incluso la inmunomodulacidn del receptor con objeto de
provocar un estado de tolerancia inmunolégica frente al injerto
(inyeccidon intratimica de islotes (Posselt y col. 1991) o de
antigenos solubles de membrana de esplenocitos (Qian y col.
1993}, infusiones de células de mé&dula 6sea (Barber y col. 1991).
Aunque dichas estrategias han mostrado su eficacia en algunos
modelos experimentales de diabetes en animales, s6lo la
inmunosupresién del receptor, bien de forma aislada o en
combinacién con otros tratamientos alternativos, ha conseguido
resultados exitosos, aunque transitorios en la mayor parte de los
casos, en el paciente diabético (Scharp y col. 1990), no pasando
las otras vias de investigacién de ser, hasta la fecha, sino
interesantes y prometedoras terapeliticas futuras.

Varios autores han documentado 1la falta de eficacia del
tratamiento con azatioprina- prednisona tanto en roedores como
en mamiferos grandes (Bell y col. 1980, Kolb y ceol. 1879). En
contraste, preparaciones de anticuerpos policlonales como el

suero antilinfocitico o antitimocitico han demostrade una
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prolongacidén permanente de la tolerancia al injerto en el
alotransplante de rata (Beyer y col. 1979) y ratdn (Frangipane
y col. 1977) pero faltan estudios que documenten la eficacia

aislada de los anticuerpos policlonales en mamiferos grandes.

La ciclosporina (CsA} es un derivado fingico con una estructura
undecapeptidica ciclica y un peso molecular de 1.203, que ejerce
sus efectos esencialmente sobre las subpobklaciones linfocitarias
relacionadas o 1inducidas por los linfocitos T helper o
facilitadores. Las células B, macré6fagos, granulocitos y células
NK (natural killer) no muestran un funcionalismo alterado en
presencia de CsA.

Desde la introduccidn de la CsA se ha acumulado una considerable
experiencia en el campo del trasplante tanto experimental como
clinico. E1 trasplante alogénico de islotes sin medidas
adicionales de immunosupresién o inmunomodulacién comporta
inevitablemente el rechazo del injerto (Gray y col. 1984). Dicho
rechazo constituye un enérgico proceso que se hace aparente en
los primeros dias que siguen a la inyeccidén de los islotes. En
muchas de las ratas trasplantadas los islotes son tan rapidamente
destruidos gque no es posible detectar una normalizacidén, aln
breve, de la glucemia. No obstante, en ocasiones puede haber un
descenso de la glucemia en el primer dia del trasplante que es
debido a la liberacidn de insulina por los islotes, estén dafados
o no, y gue puede perdurar uno o dos dias. Por tanto al menos dos
dias consecutivos de normoglucemia debe ser el criterio minimo
para considerar comc exitoso antes de que se produzca el rechazo.

El tiempo del rechazo depende de varios factores como son el
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nimero de islotes trasplantados, el lugar del trasplante y la
barrera de histocompatibilidad entre el donante y el receptor.
Cuando un trasplante, bajo condiciones de inmunosupresién o
inmunomodulacién, es efectivo, la normalizacidn de la glucemia
es manifiesta pronto tras la inyeccidn de los islotes.

En la rata el alotransplante de islotes pancredticos se ha
mostrado mads sensible al proceso de rechazo que en trasplantes
de otros ©6rganos como puedan ser el cardiaco o el renal
(Klempnauer y col. 1982, Klempnauer y col. 1983).

La administracidén de CsA, gue proporciona una prolongacidn
importante de 1la supervivencia del injerto en el caso del
trasplante de segmentos pancreaticos, parece ser menos efectiva
en el de islotes, especialmente cuando se lleva a cabo frente a
una barrera mayor de histocompatibilidad {Gray y col. 1984). Los
primeros estudios experimentales que demostraron una
supervivencia indefinida de un alotransplante inducida por un
tratamiento recortado con CsA se observaron en trasplantes
cardiacos en ratas a principios de la pasada década (White y col.
1980) . Un permanente estado de tolerancia era establecido tras
7 a 14 dias de inmunosupresion.

El mecanismo por el cual la CsA produce un estado de tolerancia
indefinida tras 1la discontinuacién del tratamiento parece
explicarse por el desencadenamientc de una supresidén del proceso
inmunolégico de rechazo motivado por la generacidén de células
supresoras gque serian activadas o "desocupadas" en presencia de
CsA (Kupiec 1984). Otro mecanismo alternativo seria la primacidn
inicial de células T portadoras de idiotipo injerto especifico

cuya funcidn efectora fuera blogqueada por la CsA ¥y que no



Discusién 133

obstante sirviera como antigeno para la generacién de células T
supresoras anti-idiotipo (Lafferty y col. 1986).

En cualquier caso la tolerancia inducida por CsA es un proceso
activo que requiere un injerto inmunogénico capaz de iniciar una
cadena de acontecimientos que conduzca a la generacidn de células
T supresoras (Haug y col. 1987).

La ciclosporina es la droga inmunosupresora que mas desarrollo
ha experimentado en la Gltima década en el campo del trasplante
de 6rganos de modo que actualmente continua estando presente en
la mayoria de protocolos de inmunosupresidén y todavia no ha sido
desplazada por los nuevos y prometedores farmacos dque estén
apareciendo. Por ello hemos utilizado la ciclosporina como agente
inmunosupresor en nuestro trabajo, intentando desarrollar una
pauta perioperatoria de inmunosupresién gue optimizase 1la
‘tolerancia al injerto y la reversioéon prolongada de la diabetes.
En animales de experimentacién la CsA ha sido utilizada en
multitud de protocolos de trasplante mediante diferentes rutas
de administracion: oral, intraperitoneal, subcuténea,
intramuscular e intravenosa.

En este trabajo hemos analizado las diferencias de las
concentraciones de CsA circulante en funcién de la via de
administracién de la droga, Para ello hemos determinado 1la
ciclosporinemia en ratas sanas tras una dosis determinada de 1la
droga administrada por via enteral o subcuténea, distinguiendo
en el primer caso la administracidén en cavidad oral y 1la
efectuada mediante la canulacién esofagica para analizar 1las
diferencias relativas a una ingestidn incompleta de la solucién

de CsA.
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Los resultados (ver tablas 5 a 7 y grafica 19) muestran unos
niveles iniciales superiores como media tras la administracién
subcutdnea respecto a la via oral y esofdgica aunque con una
variabilidad interindividual importante. A partir del 22 dia
comienza a ser manifiesta una diferenciacidén importante gue se
va acentuando en los dias siguientes cuando la ciclosporinemia
en los grupos tratados con ambas vias enterales comienza un
rapido declinar, siendo en el 72 dia ya los niveles claramente
infraterapelticos. Cuando hemos analizado la biodisponibilidad
de CsA mediante un an&lisis comparativo del &rea bajo la curva
de la ciclosporinemia (graficas 20 a 23) existe una clara
diferenciacién favorable a la administracidén subcuténea.

La manifiesta eficacia inmunosupresora de la CsA en diferentes
protocolos de trasplante tanto experimentales como clinicos no
elude los problemas inherentes a la variabilidad intra e
interindividual de su farmacocinética y al estrecho margen entre
el efecto inmunosupresor y el téxico (Nankivell y col. 1994).
Por ello siempre ha habido un especial interés en los factores
que puedan estar relacionados con el metabolismo de la droga
(Kahan 1985) y con la forma mas adecuada de determinar sus
niveles sanguineos (Rosenthaler y col. 1990). Ha sido estudiada
por otros autores 1la influencia tanto de 1la ruta de
administracién como 1la dosis de CsA sobre el patrdn
farmacocinético de 1la droga (Wassef y «col. 1985). La
administracidén oral de CsA produce una absorcién muy variable,
presentando una biodisponibilidad relativa del 10-30% (Ueda y
col. 1984). Dosis bajas (5-10 mg/kg/dia) por vwvia oral

proporcionan unos niveles séricos inadecuados para lograr una
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inmunosupresidén correcta. La administracidén oral de CsA disuelta
en aceite de oliva mejora claramente la biodisponibilidad pero
ocasiona un enlentecimiento del vaciamiento gastrico que provoca
retrasos de la absorcidén (Ueda y col. 1984). Por otra parte, para
asequrar una adecuada ingestién de 1la droga es preferible
introducir la solucidén de CsA directamente en el esdfago del
animal mediante canulacidén o intubacién, lo cual reguiere un
manejo adecuado para evitar lesionar al animal. Otra forma de
administrar la droga por via oral es mezcldndola con 1los
alimentos pero de este modo es dificil asegurar una correcta y
total ingestién de la CsA.

Las rutas parenterales parecen proporcionar una biodisponibilidad
muchc mayor y mas estable, Las vias intramuscular e
intraperitoneal consiguen una rapida absorcidn, con unos picos
muy elevados en las primeras horas tras la inyeccidén. La via
subcutédnea proporciona menores niveles en las primeras horas que
las rutas anteriores y unos niveles mas estables y mantenidos en
dias sucesivos, por lo gue esta via parece mas adecuada que
otras. Aparte de eludir, al igual que otras rutas parenterales,
un primer paso hepdtico con su consiguiente metabolizacidn, la
édministracién subcutinea mediante solucién oleosa proporciona
una absorcidén mas gradual ejerciendo un efecto depot (Dibelius
y col. 1986). Ademas la técnica de administracién es sencilla y
no reguiere medidas especiales de sujeccién del animal due
podrian resultar traumaticas.

Se desprende a Jjuzgar por los resultados obtenidos que 1la
administracién subcutdnea de CsA proporcicna un perfil

farmacocinético mas apropiado que el determinado mediante la via
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enteral que se traduce en una mayor biocdisponibilidad de la droga -

durante las primeras dos semanas tras su administracién, lo que
sin duda parece mas idéneo con vistas a una inmunosupresiodn

eficaz.

Con objeto de comprobar qué pauta de inmunosupresién es la mas
adecuada realizamos una serie de trasplantes en grupos de ratas
bajo idéntica metodologia de aislamiento en los que se realizaron
diferentes protococlos de CsA en funcién de 1la via de
administracién y la temporalidad de ésta Gltima.

Los dos primeros grupos (grupos A y B) correspondian a ratas en
las que no se llevd a cabo ninguna inmunosupresién. Las ratas del
grupo A recibieron una escasa cantidad de islotes (media 475 +/-
64, rango 400-550), significativamente inferior al resto de los
otros grupos (p<0.01 en todos los casos). Las del grupo B
recibieron un namero elevado de islotes {(media 1397 +/-536, rango
880-2600) provenientes de dos donantes en su mayoria, siendo el
grupo que recibid mas islotes de todos los efectuados excepto el
grupo I, aungue sin guardar una significacidén estadistica con los
otros grupos (salvo el ya comentado grupo A y el grupo I
(p<0.05).

Mientras que en el grupo A no se observd ninguna variacién
glucémica respecto a los niveles pre-trasplante, en el grupo B
hubo una normalizacidn transitoria de la glucemia superior a un
dia en 4 de las 9 ratas correspondiendo la duracidn mas
prolongada a 8 dias. Esta breve correccidn glucémica tras el
alotransplante sin ninguna inmunomodulacién es descrita por otros

autores (Dibelius y col. 1986), y corrobora la adecuada secrecidn
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insulinica de un injerto constituido por islotes funcionalmente
intactos sobre los que todavia no se ha producido un dafio
originado por el proceso de rechazo inmunolégico que se halla en
marcha. No obstante en las cinco ratas restantes del grupoc B no
hubo variacidn glucémica tras el trasplante o ésta fue Gnicamente
de un dia lo cual, como ya se comentd previamente, no constituye
una prueba concluyente de un trasplante efectivo al poder
producirse una normalizacién glucémica en las primeras 24 horas
debido a la liberacién de los grénulos de secrecidén de insulina
de unos islotes que pueden presentar no obstante problemas para
obtener una adecuada implantacidén o bien estar funcionalmente
- alterados. Curiosamente los trasplantes efectuados que contenian
mayor numero de islotes (rata 8 y rata 9, con 2.600 y 1.700
islotes respectivamente) no superaron el primer dia de
euglucemia, situacién que hemos comprobado en otros grupos
ulteriores lo cual parece sugerir gue el nimeroc de islotes no es
un factor primordial, o al menos no el mas importante, en el
resultado de los trasplantes que hemos realizado, siempre
conservando un minimo de islotes implantados gue parece situarse
en los 900 islotes ya que por debajo de esta cifra nunca hemos

obtenido reversiones significativas.

Los grupos C y D estaban constituidos por ratas a las gue se
efectudé un TI bajo inmunosupresidn con CsA por via oral de forma
perioperatoria. En el grupo C se aplicé la droga mediante
intubacidn esofagica los dias 0, +1 y +2 y en el grupo D los dias
-2, -1 y 0. Cada dosis, al igual que en el resto de los grupos,

fue de 30 mg/kg. Si bien en algunos de los trasplantes el namero
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de islotes utiljizados fue algo escaso (ratas 1 y 2 del grupo C
Yy ratas 5 y 6 del grupo D) en el resto se implantaron un nimero
de islotes bastante satisfactorio con una media de 1.121 +/-330
(725-1650), en el grupo C y de 1.150 +/-484 (700-2000) en el
grupo D. Pese a ello, invariablemente el resultado de los TI fue
claramente negativo, no superando ninguna de las ratas el primer
dia de euglucemia. Estos malos resultados podrian explicarse en
base a la cinética de la CsA cuando se aplica por via enteral,
como maAs adelante se detallara. No obstante la homogeneidad de
los resultados contrasta con la de los otros grupos efectuados,
en los que siempre coexisten resultados positivos con negativos.
Quizas la rapida metabolizacibén hepatica de la droga impida una
adecuada accifén inmunosupresora haciéndose mas ostensibles los
efectos deletéreos que la propia ciclosporina ejerce sobre el
funcionalismo del islote. Es bien conocido gque la CsA afecta
negativamente la secrecidn insulinica por parte de la célula beta
y puede alterar la tolerancia a la glucosa (Hahn y col. 1986).
El mecanismo por el gque esto se lleva a cabo estd poco aclarado.
Aun no gueda claramente establecido si CsA actda sobre 1la
sintesis de insulina por la célula beta, sobre la conversidn de
proinsulina a insulina o sobre el mismo proceso de secrecidn. Se
ha demostrado incluso que tratamientos con CsA tan solo de 24
horas empeoran 1la secrecibn de insulina en respuesta a 1la
glucosa, y que este efecto es dosis-dependiente (Ishizuka y col.
1993). Es posible por tanto que la ciclosporinemia alcanzada en
el primer dia tras la implantacidén ocasione méds problemas gue
beneficios. Ademdas de los efectos de CsA sobre el funcicnalismo

de la célula beta, se ha demostrado un efecto negativo de la
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droga sobre la vascularizacion del islote trasplantado, al menos
en el espacio subcapsular renal (Rooth y col. 1989). Esto podria
suponer un freno a la implantacién del injerto, sumandose a los
problemas del asentamiento en un tejido heterotdpico de un
huésped extrafo una alteracidn del funcionalismo del islote tanto
por los niveles tan elevados de CsA como por el conocido efecto
t&xico de la hiperglucemia sobre la cé&lula beta. El hecho de gue
la glucemia de las ratas no muestre cambios apreciables en los
primeros dias tras el trasplante apoya este postulado, ya que si
el problema fuera un fallo en 1la prevencién del rechazo del
injerto se observaria una disminucidn, siquiera parcial, de la
glucemia en los primeros dias del trasplante, antes de que
sobreviniera el rechazo. Sin embargo las ratas han permanecido
hiperglucémicas en todo momento, salvo en alglin caso en que se
ha observado una normalizacidédn glucémica en el primer dia tras
la implantacién. Este hecho ya se comentd que no tenia validez
porque es debido a la liberacién de los granulos de secrecidn de
insulina almacenados por parte de los islotes trasplantados,

independientemente de su viabilidad.

Los grupos E a I comparten la administracidon parenteral de CsA,
concretamente subcutanea, variando la pauta temporal en cada
grupo con el propdsitc de optimizar los resultados del TI.

Existen trabajos experimentales previos que han demostrado, en
concordancia con otros estudios efectuados in vitro, gque el
comienzo de la administracidén de la CsA en relacidén con la
exposicién al antigeno ha demostrado ser de vital importancia en

el trasplante de islotes. El maximo beneficio parece observarse
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generalmente haciendo coincidir el comienzo de administracién de
la droga y la exposicién antigénica (Rietz y col. 1981, Homan y
col. 1981).

Los grupos E y F comparten la misma pauta de CsA (0,1,2)
diferencidndose Ginicamente en la forma de presentacién comercial
de la CsA (grupo E: polvo, grupo F: solucién oleosa- cremophor).
Ambas presentaciones fueron vehiculizadas en aceite de oliva para
su administracidn subcuténea para uniformizar su absorcidén. En
el resto de los grupos se utilizé

igualmente solucidn de CsA disuelta en aceite de oliva.

Los grupos G y H (-1,0,+7 y -1,+9 respectivamente) fueron
formados en base a la constatacién previa de que una sola dosis
de CsA subcutanea era capaz de mantener niveles plasmaticos en
rango terapeitico durante los primeros 10 dias tras la inyeccidn,
de modo que la administracién de una dltima dosis de CsA diferida
del trasplante 7 o 9 dias alargaria el periodo de inmunosupresién
y,por tanto, hipotéticamente, podria mejorar la tolerancia del
injerto y el resultado del trasplante. La primera dosis se
administrd en ambos grupos en el dia previo al trasplante (dia -
1) para hacer coincidir el momento de la implantacién con unos
niveles plasmadticos elevados del inmunosupresor.

Los resultados de estos grupos, sin embargo, no se muestran
superiores a la pauta de CsA 0,+1,+2. Mientras que en este grupo
3 de 8 ratas (37.5%) muestran una reversidédn de la diabetes por
encima de los 90 dias, en el grupo -1,0,+7 sb6lo 2 de 8 (25%), y
en el grupo -1,+9 igualmente 2 de 8 (25%), superan los 90 dias
de euglucemia.

Los resultados de las distintas pautas de inmunosupresidn parecen
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otorgar a los primeros dias del trasplante un papel primordial
en la tolerancia al injerto, siendo irrelevante el hecho de que
ya existan altos niveles de ciclosporinemia en el momento de la
implantacién, es decir, del contacto inicial del antigenc con el
huésped. Esto sugiere que cuando realmente se necesita un nivel
de inmunosupresidén adecuado es en los primeros dias de ia
implantacién, es decir, cuando se pone en marcha el
reconocimiento del sistema inmune del receptor y se comienza a
generar la activacidén de las células T responsables del rechazo
del injerto.

Esto estaria en concordancia con estudios in vitro en los que se
demuestra gque el momento mas oportuno para iniciar la
inmunosupresidén con CsA es haciéndola coincidir con el contacto
antigénico. Un tratamientoe con CsA iniciado con una anterioridad
de varios dias al trasplante no tiene efectos beneficiosos
suplementarios mientras que un retraso de varios dias ocasiona
el rechazo del injerto (Cochen y col. 1984).

La ausencia de una mayor eficacia de los grupos CsA -1,0,+7 y -
1,+9 respecto al de CsA 0,+41,+2 viene a corrocborar gque el
mantenimiento de una inmunosupresidén més prolongada no aporta
ventajas respecto a una inmunosupresidén adecuada durante los
primeros dias. Es méas, al reducirse 1los niveles de
ciclosporinemia en los dias inmediatos a la implantacitn podria
afectar negativamente a la prevencién del rechazo inmunoldgico.

El grupo I se halla constituido por una pauta de CsA idéntica a
la de los grupos E y F, esto es, los dias 0,1 y 2, pero en el
cual se han utilizado un mayor nimero de islotes (1600 +/-~185,

p<0.005), para lo cual se han utilizado tres pancreas de donantes
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para cada dos receptores, es decir, se ha mantenido una relacidn
donante- receptor de 1.5:1. A pesar del incremento de la masa
insular trasplantada los resultados no han mejorado aquellos
obtenidos con los grupos anteriores. Si bien inicialmente cinco
de los ocho TI efectuado mostraron una reversién de la diabetes
mads alla de la primera semana sdlo dos de ellos han presentado
uha reversidn prolongada. Esto pone de manifiesto de forma clara
que, si bien un incremento de la masa insular puede nejorar la
respuesta secretoria del injerto en los primeros dias tras el
trasplante, no ayuda a mejorar la tolerancia del receptor por si
misma, manteniendo invariable la forma de inmunosupresién. Parece
necesario por tanto introducir otros mecanismos de
inmunomodulacién bien del donante como del receptor para
optimizar el resultado del alotransplante.

Los Ultimos grupos (J y K) comparten también la misma pauta de
inmunosupresidn gue los grupos E, F e I {(CsA 0,1,2) pero en ellos
se han llevado a cabo unos test de hipoglucemia con insulina
exdgena (5 u/kg) a las 36 horas, a los 7 dias y al mes del TI.
Estos test, como se ha discutido previamente, se han realizado
con el fin de analizar la respuesta a la hipoglucemia de la rata
sometida a un TI. Curiosamente estas ratas han sido las gue han
presentado un mayor indice de reversiones prolongadas. En ambos
grupos se ha obtenido un 50% de ratas con euglucemia mantenida
por encima ‘de los 90 dias. Si bien la comparacién con los
resultados obtenidos con los otros grupes no nmuestra una
significacion estadistica, es obligado pensar en el papel que
pueda jugar en ello la administracién exdgena de insulina.

El concepto de agotamiento de las células beta provocado por la
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propia hiperglucemia viene avalado por diferentes cbservaciones
y estudios experimentales y clinicos. Desde la recuperacidn de
la propia secrecidn insulinica de las células beta en la fase de
luna de miel de los pacientes diabéticos tipo I que debutan y son
tratados con insulina exégena (Park y col. 1974, Turner y col.
1976) a la constatacidén de las situaciones de los pacientes con
diabetes no dependiente de insulina que requieren insulinoterapia
circunstancialmente hasta conseguir una normalizacién metabdélica
{Turner y col. 1978}.

En el trasplante de islotes concurren varios factores que pueden
contribuir a dicho agotamiento insular, como la descarga de
hormonas contrarregulatorias, ila administracién - de
inmunosupresores (esteroides, ciclosporina, FK 506) y la
alteracidén metabélica propia del estado diabético. En este
sentido se ha demostrado en estudios experimentales que el estado
hiperglucémico del receptor puede causar una disfuncidén de las
células beta implantadas (Leahy y col. 1988). Al mismo tiempo un
ambiente hiperglucémico persistente afecta a la revascularizacién
del implante insular (Jansson y col. 1990).

Otros estudios demuestran reducciones importantes en la reserva
insulinica de islotes que son crdénicamente expuestos a un
ambiente hiperglucémico (Gray y col. 1989). Este empeoramiento
de la capacidad de produccién de insulina del injerto no puede
revertirse tras un tratamiento con insulina (Korsgren y col.
1989).

En este sentido se ha sugerido que la normalizacién del control
metabdlico previo al trasplante mediante insulina exdgena podria

favorecer la supervivencia y el funcionalismo del implante de
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células beta en un receptor diabé&tico.

Esto seria especialmente interesante en los casos en que la masa
insular constitutiva del trasplante no fuera 1lo bastante
importante como para normalizar de forma eficaz el metabolismo
de la glucosa, es decir, en aguellas situaciones en los gue una
pérdida de islotes o de su capacidad secretoria podria suponer
una falta de eficacia del injerto.

Por contra, un mayor control metabdélico durante el periodo
posttrasplante no se refleja en un inc¢remento de la funcién del
injerto, como ha sido comprobado al analizar el contenido
hepatico de insulina y los parametros metabdlicos en receptores
de. un ‘TI una vez retirado el tratamiento con insulina (Daffoe y
col. 1989, Keymeulen y col. 1993). En este sentido pensamos que
el discreto mejor resultado de los TI que hemos obtenido en los
grupos J y K es dificilmente atribuible a la administracidn de
insulina que realizamos a las 36 horas y a los siete dias del
implante insular dado que la normalizacién de la glucemia
derivada de ello queda reducida a unas horas en dias aislados y
separados entre si, si comparamos esto con la ausencia de 1la
mejora de la concentracidén hepdtica de insulina que se observa
tras una administracién diaria de insulina durante 10 semanas

tras el TI referida por Keymeulen y col.

Es interesante analizar las diferencias en el comportamiento
glucémico gue hemos observado tras el TI. Mientras gue en algunas
-ratas se observa una normalizacidn franca de la glucemia de forma
rapida tras la implantacién de los islotes gue se mantiene de

forma prolongada y en otras ratas no hay una variacidén apreciable
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de la glucemia respecto a los valores pre-trasplante, hemos
observado que otros animales muestran en cambio una cierta caida
de las cifras de glucemia en los primeros dias tras la
implantacién que no llega a revertir completamente la
hiperglucemia, en una situacidén que podria denominarse como de
inestabilidad metabdlica, la cual puede preceder a una ulterior
normalizacién glucémica que se mantiene de forma prolongada o
bien a la vuelta a los valores de glucemia pre-trasplante. Esta
"ambiguedad glucémica" es una situacién que gqueda enmarcada
siempre en los primeros 10-11 dias del TI en los cuales la rata
muestra una hiperglucemia moderada que no sobrepasa generalmente
los 300 mg/dl, a diferencia de los casos donde fracasa
definitivamente el TI y que no muestran una variacién apreciable
con las previas a la implantacidn. Por tanto este periodo inicial
tras el TI parece tener una importancia crucial en el devenir del
injerto. Cuando se supera esta fase con un resultado favorable
el comportamiento glucémico es mucho mas estable, manteniéndose
una normalizacién de la glucemia que persiste, bien de forma
prolongada o transitoria, observandose en este Ultimo caso un
ascensco abrupto de la glucemia gque no plantea dudas sobre el
rechazo inmunoldgico del injerto.

Estos casos de reversién parcial en fases iniciales del
trasplante parecen corresponden a una situacién en la que 1los
islotes implantados, si bien exhiben una cierta capacidad
secretoria de insulina, ésta no basta para revertir el estado
diabético. Esto podria estar relacionado con una situacién
parcial de rechazo inmunoldgico que puede resolverse de una forma

u otra. En este sentido es sabido gue existe una considerable
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variabilidad en la biodisponibilidad de la CsA por cualguiera de
las rutas de administracién utilizadas (Nooter y col. 1984, Ueda
y col. 1984, Wassef y col. 1985). En el caso de la via subcutéanea
este lGltimo grupo encontrd una biodisponibilidad relativa de un
43-77% en relacidn con la misma dosis (10 mg/kg) administrada por
via endovenosa, con un indice de variabilidad del 31% en el
seguimiento durante 24 horas de la concentracién plasmatica de
CsA. En nuestro trabajo es igualmente notoria la dispersién de
las ciclosporinemias obtenidas en distintas ratas a pesar de una
dosificacién uniforme y ajustada al peso de cada rata, lo cual
peodria causar un grado de inmunosupresidén variable y, en
consecuencia, gque en unas ocasiones se evite y en otras no el

rechazo del injerto.

En relacién con el papel que pueda Jjugar el grado de
inmunosupresidén de la rata en la presencia de esta inestabilidad
metabdlica hemos analizado el impacto que ejerce una dosis
suplementaria de CsA sobre la glucemia de la rata en situaciones
de reversién parcial de la diabetes en fases iniciales del
trasplante.

A una serie de ratas, no integrantes de ninguno de los grupos
anteriores, a las que se realizé TI con pauta de inmunosupresidn
s.c. los dias 0,+1,+2 y gue no mostraban una normalizacidn
glucémica tras la implantacidn se les administrd una inyeccidn
subcutanea de CsA (30 mg/kg) el dia 72 u 82 del trasplante. El
efecto de la dosis extra de CsA fue diferente en funcién de las
glucemids que la rata presentaba en la primera semana tras el

trasplante. De las 4 ratas gque tenian una glucemia media mayor
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de 400 mg/dl ninguna mostré cambios de la glucemia tras la dosis
extra de CsA. En cambio, otras 4 ratas, cuya glucemia media en
la primera semana del tragplante era inferior a 300 mg/dl,
mostraron una normalizacién de la glucemia tras la CsA extra
durante un pericdo de tiempo variable ya que en 3 de 4 1la
reversidén de la diabetes fue inferior a 20 dias (11, 13 y 20
respectivamente) y en una rata se obtuvo una reversidn prolongada
(>90 dias).

Creemos que este comportamiento glucémico es explicable
dinicamente por la presencia de una situacidn de rechazo parcial
del injerto que puede llegar a ser reversible si se toman medidas
para incrementar la tolerancia inmunolégica del huésped antes de
gue la masa insular presente un dafio irreparable. Si la reversioén
glucémica parcial en fases iniciales estuviera motivada por un
nGmero de islotes insuficiente trasplantado o por un dafio
funcional de las cé@&lulas beta derivado del proceso de aislamiento
no tendria por gqué responder a un incremento de la
ciclosporinemia. Incluso podria decirse que dicho incremento de
los niveles de la droga tendria un efecto negativo sobre la
secrecién insulinica de 1los islotes implantados. Por ello
consideramos que la mejoria de la funcidén insular guarda una
estrecha relacién con la supresién de un mecanismo de rechazo
inmunoldgico que se halla todavia en fases iniciales y, por
tanto, reversibles en cierta medida en funcién de la masa insular
gue permanezca sin destruir. Dependiendo de esto Udltimo 1la

supervivencia del injerto serd transitoria.o prolongada.

Considerando el total de TI realizados con CsA parenteral,
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incluidos conjuntamente las diferentes pautas de administracidn,
y dejando aparte los efectuados con CsA oral, en los que no se
observaron resultados positivos, hemos obtenido una reversion
prolongada en 19 de los 54 trasplantes efectuados, lo que
correéponde a un 35% de los mismos.

Esto supone que la via subcuti&nea de administracidén de CsA, a
diferencia de la via oral, es capaz de proporcionar una
tolerancia al injerto aunque a juzgar por la heterogeneidad de
los resultados es evidente que existen otros factores que pueden

influir en el procesc de rechazo.

Centrandonos en el proceso de aislamiento hay que tener en cuenta
el nimero de islotes obtenido, la pureza de la preparacién y el
grado de viabilidad y funcionalismo de los islotes. Hemos visto
con anteroridad que la masa insular trasplantada, gue sin duda
juega un papel determinante cuando resulta insuficiente (Kemp y
col. 1973), como ocurre en nuestro grupo control A, no guarda una
correlacidn con el resultado del TI cuando el nimero de islotes
utilizados supera determinados mdrgenes, en nuestro caso los 900
islotes. De hecho otros grupos han consequido excelentes
resultados con el implante de alrededor de 1000 islotes (Dibelius
Yy col. 1986) aungque fueron recogidos mediante "pesca" individual
Y., por tanto, mas puros.

Es también asumido que la presencia de impurezas acinares y
linfaticas gque pueden ser trasplantadas junto a los islotes
pueden influir en el proceso de rechazo (Lafferty y col. 1984,
Lacy 1984}, siendo éste el motivo del desarrollo de diferentes

métodos destinados a eliminar la presencia de contaminantes no
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endocrinos del injerto como se ha comentado con anterioridad. El
hecho de que en nuestros trasplantes no hayamos efectuado otra
purificacidn que la derivada de la separacidén mediante gradientes
de densidad ha hecho de que las preparaciones de islotes hayan
ido acompafiadas de un namerco variable de impurezas. Esto se
podria haber evitado recogiendo los islotes individualmente
mediante asa metdlica o pipeta pero habria hecho practicamente
inviable la realizacién de trasplantes en fresco al necesitarse
un tiempo considerable para conseguir un ndrero de islotes
razonable. Sin dudar de la importancia de la pureza de 1la
preparacién (Hegre y col. 1984), si hemos observado cdémo en
ocasiones han ocurrido reversiones prolongadas de la diabetes en
ratas a las que se han implantado preparacicnes con una pureza
bastante inferior a la deseada, incluso del 40% Dejandc a un lado
los casos individuales, cuando hemos analizado el total de 1los
TI realizados tampoco hemos encontrado una relacidén directa entre
la pureza de los islotes y la eficacia del trasplante. En este
sentido es interesante resefiar los resultados obtenidos en
humanos con preparaciones poco purificadas de islotes en los que
se ha observado independencia de insulina utilizando nuevos
inmunosupresores como la deoxispergqualina (Gores y col. 1992).
Estos resultados sugieren que el desarrollo de inmunosupresores
mas efectivos podria hacer innecesaria la consecucién de
preparaciones altamente purificadas, las cuales siempre conllevan
una pérdida significativa de islotes en el proceso de aislamiento
por lo gue se requieren habitualmente varios pancreas para lograr

una masa insular suficiente para un trasplante.
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Es elemental que el funcionalismo inalteradoc de los islotes es
primordial en el proceso, de forma que unos islotes incapaces de
presentar una secrecidn adecuada de insulina convierten en
irrelevante a cualquier otro factor. A pesar de que no hemos
analizado individualmente la secrecidén insulinica de los islotes
previamente a cada TI, la utilizacidn de idéntica metodologia
en todos los procesos de aislamiento hace suponer dgque la
funcionalidad de los islotes no debe variar de forma considerable
de un caso a otro.

Considerando que estos factores mencionados no han ejercido una
influencia determinante en los resultados debemos buscar otra
explicacidén que justifique la heterogeneidad de los mismos.
Hablando de trasplante alogénico la actuacidén sobre el proceso
inmunoldégico de rechazo ejerce una importancia obvia. En nuestros
TI la uUnica modificacidén inmunolégica ha sido 1la pauta
perioperatoria de CsA de modo que pensamos que las diferencias
existentes en los resultados del trasplante deben analizarse en
funcién de la eficacia de la inmunosupresién.

La similitud de los resultados obtenidos en los diferentes grupos
de ratas tratadas con distintas pautas de CsA subcutanea
dificulta una interpretacidédn sobre la pauta mas adecuada de
inmunosupresién si bien los resultados de la administracién
consecutiva los dias 0,+1,+2 no se han visto superados por otras
alternativas. Agrupando todos los grupos que comparten dicha
pauta hemos logrado una reversidén mayor de 90 dias en 15 de 38

ratas (39.4%).
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De los trabajos realizados hay dos observaciones que sefialan la
importancia gque puede jugar la ciclosporinemia en la tolerancia
al injerto. En primer lugar la diferencia de los resultados
obtenidos con la forma enteral y parenteral de administracién de
la CsA, gue consideramos debido a la mayor biodisponibilidad de
la droga mediante la via subcutdnea. En segundo lugar la
constatacién de una respuesta positiva al incremento de los
niveles plasmiticos de CsA por la administracidén de una dosis
extra del inmunosupresor en los casos en que existe una respuesta
parcial de la glucemia y, por tanto presumiblemente guedan
islotes viables en fase incipiente de rechazo. En este sentido
existen trabajos en los que se atribuye a la CsA un efecto
dependiente de dosis o, mas propiamente dicho, de nivel
plasmatico sobre la funcién y supervivencia del injerto (Kneteman
y col. 1987, cattral y col. 1989). Por contra el grado de
ciclosporinemia también guarda una clara relacidn con los efectos
téxicos de la droga, principalmente renales, y con una alta
mortalidad por infecciones a causa de 1la inmuhosupresién
provocada (Rynasiewicz y col. 1980), sin mencionar los va
comentados efectos sobre la funcionalidad de la célula beta.

Por tanto parece que la optimizacién de la tolerancia al injerto
deberia buscarse, no por un incremento de la dosis de CsA sino
por la asociacidn de otras medidas encaminadas a la potenciacién
de la inmunosupresidn del receptor tales como la combinacidén a
dosis bajas de varias drogas (Yakimets y col. 1993) o,
preferiblemente a la disminucién de 1la inmunogenicidad del
injerto mediante una actuacién inmunomoduladora mas especifica

de forma previa al trasplante.
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RESUMEN
En este trabajo se recoge el resultado de una serie de
experiencias encaminadas a conseguir una optimizacién del
resultado del aislamiento de islotes pancredticos de rata y la
eficacia del alotrasplante en fresco, introduciendo como Gnico
factor de manipulacién inmunoldgica la administracidn
perioperatoria de ciclosporina.
El aislamiento de islotes se ha llevado a cabo mediante la
digestién enzimatica del péancreas con colagenasa inyectada a
través del ductus pancredtico -y la purificacién ulterior_con
gradientes discontinuos de densidad con BSA, variadndose los
tiempos de incubacidn enzimatica y las diferentes densidades de
BSA con el fin de mejorar el resultado del aislamiento y poder
realizar alotrasplantes utilizando los islotes de una sola rata,
es decir, manteniendo una relacidn donante-receptor 1:1.
Los trasplantes se han realizado mediante 1la implantacidn
hepética de los islotes con la técnica de inyeccidn intraportal
a ratas con diabetes inducida experimentalmente con STZ.
Se han llevado a cabo un total de 103 alotrasplantes distribuidos
en una serie de grupos en funcidén esencialmente de la pauta de
CsA perioperatoria empleada, y de otros factores como la masa
insular trasplantada y la administracidon de insulina exdgena.
Para valorar el grado de inmunosupresién con las diferentes
pautas de CsA se ha analizado la concentracién en sangre total
de la droga a varios grupos de ratas sanas tras la administracidn
de tres dosis de CsA en dias consecutivos por via oral, esoféigica

y subcuténea.



Resumen 154

Los resultados muestran que el alotrasplante de islotes en rata
llevado a cabo sin inmunosupresidon s6lo es capaz de conseguir, .
en el mejor de los casos, una normalizacidén de la glucemia
durante los primeros dias tras el trasplante mientras se completa
el rechazo inmunoldgico.

Otros factores analizados, como son la masa insular y la pureza
de la preparacién, no parecen guardar una relacidén directa con
el resultado del trasplante, siempre teniendo en cuenta el margen
de estos paréametros comprendidos en el presente trabajo. La
administracién perioperatoria de CsA como unica estrategia
inmunolégica posibilita la tolerancia hacia los islotes y 1la
reversién prolongada de la diabetes. No obstante la forma de
administracidén de la droga influye de forma determinante en el
resultado. Asi, en los grupos en que se emplea CsA por via oral
no se consigue mejorar los resultados obtenidos sin
inmunosupresidn mientras que los grupos en los que se utiliza la
via subcutdnea se logra, en conjunto, wuna normalizacidn
prolongada de la glucemia en un 35% de los casos.

Dentro de los grupos con CsA subcutdnea, los resultados obtenidos
con la administracién de la droga los dias 0,+1,4+2 no han sido
superados por las pautas conllevan una anticipacidén o
prolongacién de la administracién de CsA lo que sugiere gue el
grado de inmunosupresidn logrado durante los primeros 7-10 dias
tras el trasplante juega un papel determinante en el desarrollo
y mantenimiento de la tolerancia del receptor hacia los islotes.
Agrupando todas las ratas en las que se utilizd CsA sc los dias
0,1,2 se observaron remisiones prolongadas de la diabetes en 15

de los 38 trasplantes efectuados (39.4%).
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Analizando la biodisponibilidad de la CsA tras su administracién
enteral o subcutdnea se observan diferencias apreciables a favor
de ésta Ultima, si bien existe una variabilidad interindividual
importante, lo que podria explicar las diferencias obtenidas
entre ambas formas de administracidén y la heterogeneidad de
resultados en los grupos de ratas a las que se administra CsA por
via subcuténea.

La importancia del gradoc de inmunosupresién en fases iniciales
del trasplante se ve reforzada por la constatacidén del efecto
beneficiosoc que una dosis adicional de CsA puede ejercer sobre
la evolucién glucémica en situaciones de reversidén parcial de la

diabetes en los primeros dias tras la implantacién de los

islotes.
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CONCLUSIONES

1-Es posible un aislamiento de islotes pancreaticos relativamente
libre de contaminantes no endocrinos tras digestidn enzimatica
con colagenasa y purificacién con gradientes de densidad

discontinua con BSA.

2-Las densidades o6ptimas de BSA para el aislamiento de islotes

de rata Wistar son 1059-1.077~1.085 g/ml.

3-Es posible obtener el suficiente nimero de islotes de un solo

pancreas de rata para lograr alotrasplantes efectivos manteniendo

una relacidén donante-receptor 1:1.

4-El alotrasplante de islotes en la rata Wistar puede mantenerse
de forma prolongada con una inmunosupresién perioperatoria con

CsA en un 39% de los casos.

5-La administracidén oral de CsA el dia del trasplante y los dos
previos o posteriores no consigue reversiones de la diabetes en

el alotrasplante insular en la rata.

6-Por contra la administracidén subcuténea perioperatoria (dias
0,1,2) de CsA posibilita una tolerancia indefinida al injerto

insular y el mantenimiento de euglucemia prolongada en la rata

trasplantada.
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7-Un adelanto del inicio de la administracién de CsA a dias
previos al del trasplante no mejora los resultados obtenidos con

la pauta anterior.

8-Tampoco la prolongacidén de la inmunosupresidn durante mas dias
ofrece una mejoria de la tasa de reversiones prolongadas.

9-La via de administracidén de CsA ofrece diferencias apreciables
en su perfil farmacocinético, siendo 1la Dbiodisponibilidad

claramente superior en administracidn subcutanea gue en enteral.

10-Existe una heterogeneidad de resultados bajo unas condiciones
metodolbégicas aparentemente idénticas gue parecen estar
relacionadas con diferencias interindividuales en la

biodisponibilidad de CsA.

11-Un nimero de islotes trasplantados inferior a 900 no es capaz

de revertir el estado diabético de la rata.

12-Por encima de dicho minimo de islotes, un incremento de 1la
masa insular trasplantada no guarda una correlacién significativa

con la duracidén del trasplante.

13-La pureza de la preparacidén obtenida mediante gradientes de
densidad de BSA no parece relacionarse de un modo decisivo con

el resultado del alotrasplante.
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14~La influencia de ambos parametros, nimero y pureza dueda

supeditada a la existencia de un grado de inmunosupresién

adecuado.

15-Una disminucién parcial de la hiperglucemia en fases iniciales
no implica un fracaso del trasplante. Existe en estos casos una

inestabilidad metabdélica que puede derivar en la tolerancia o el

rechazo del injerto.

16-La potenciacion de 1la inmunosupresién de los casos de

reversidén parcial inicial puede posibilitar la tolerancia del

injerto.

17-Existe una hiperrespuesta a la insulina exdégena en fases

iniciales tras la implantacidén gue se halla normalizada al mes

del trasplante.
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