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Lista de abreviaturas:

DT1: Diabetes Mellitus Tipo 1.

DT2: Diabetes Mellitus Tipo 2.

DG: Diabetes Gestacional.

CGM: Sistema de monitorizacién continua de glucosa.
CITR: Registro Colaborativo de Trasplante de Islotes.
IBMIR: Reaccidn inflamatoria instantdnea mediada por sangre.
SFB: Suero fetal bovino.

A/A: Antibiético/antimicético.

PBS: Buffer fosfato salino.

HBSS: Solucidn Salina Balanceada de Hanks.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

DO: Densidad dptica.

IE: indice de estimulacién.

EthD-1: Homodimero de Etidio-1.



Resumen

El presente trabajo consistioé en desarrollar un modelo bioldgico de cocultivo hepatocitos-
islotes pancreaticos de rata con la finalidad de emular las interacciones que se presentan durante
los trasplantes de islotes pancredticos o de Langerhans e intentar dilucidar si dichas interacciones

producen efectos deletéreos en estos ultimos.

Para ello se realizaron pruebas de viabilidad con Calceina-AM y homodimero de etidio-1y
pruebas de funcionalidad con ELISA para insulina de rata, de los islotes y hepatocitos en cocultivo

vs islotes y hepatocitos control empleando microscopia confocal y de campo claro.

Los resultados obtenidos permiten inferir que los hepatocitos se ven beneficiados por la
presencia de los islotes pancredticos situacion que fue muy evidente por la diferencia en la
cantidad de células adheridas a las cajas de cocultivo vs control, ya que estos generan hormonas
como la insulina y el glucagén que tienen efectos mitdgenos y estimulantes que favorecen la

viabilidad de las células hepaticas.

Asimismo, a través del analisis morfoldgico y el andlisis semicuantitativo de células
vivas/muertas marcadas por los fluorocromos se observé que la viabilidad de los islotes
pancreaticos no se vio disminuida por los hepatocitos. Mismo resultado se obtuvo en las pruebas
de funcionalidad en donde se midid la insulina generada por los islotes tanto en cocultivo como
control y se hizo el andlisis estadistico mediante una prueba de U de Mann-Whitney la cual arrojé

gue no existe una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Por lo anterior se concluyé que los hepatocitos per se no producen dafos a los islotes

pancreaticos y que por lo tanto su corto tiempo de vida en los trasplantes puede obedecer a otras



razones como los farmacos inmunosupresores, a las condiciones de hipoxia que son sometidos al

inicio del trasplante, a las reacciones inflamatorias que se presentan, entre otros.

1. Introduccion.

Uno de los propdsitos mas importantes de la ciencia es generar conocimiento que ayude a
mejorar las condiciones de vida de la humanidad. La ingenieria Biomédica es una rama de la
ingenieria que por su naturaleza intrinseca apoya a este propdsito, pues es una pieza fundamental

en el diagndstico y tratamiento de enfermedades.

La diabetes mellitus es una enfermedad que en la actualidad estd adquiriendo proporciones
de pandemia y que tiene una gran afectacion en la calidad de vida de las personas que la padecen,
asi como en la economia familiar y de la sociedad. Sus complicaciones son muchas y si no son
tratadas adecuadamente, con el tiempo conducen a problemas de salud graves como ceguera,

amputaciones, nefropatias, neuropatias y finalmente a la muerte[1].

Por tal situaciéon son muchos los laboratorios y equipos de investigacion que buscan una
alternativa de tratamiento para esta enfermedad, alternativas que van desde desarrollo de
nuevos farmacos hipoglucemiantes, terapia intensiva con insulina, pancreas artificial, trasplante

de pancreas, trasplante de islotes pancreaticos, pancreas bioartificial, etc.

En cada una de estas alternativas se estan realizando esfuerzos para paliar los inconvenientes
gue hasta el momento presentan y convertirse en la opcidn terapéutica que permita eliminar o

controlar efectivamente la enfermedad.

De las alternativas que se mencionaron anteriormente, el trasplante de islotes pancreaticos es
quizds una de las opciones mas prometedoras, que estd siendo estudiada por muchos

laboratorios y que a pesar de no ser una terapia autorizada aun en la clinica, se han realizado
10



hasta la fecha 2,150 trasplantes en 36 Centros de Trasplantes de Islotes, esto de conformidad a lo

reportado por el Registro Colaborativo de trasplantes de islotes (CITR)[2].

Sin embargo resulta desconcertante el darse cuenta que a pesar de que los pacientes
trasplantados recuperan la normuglucemia, al cabo de 2 o 3 afios requieren del suministro de
insulina exégena(3], cuando para otro tipo de trasplantes como el corazén y riindn el tiempo de
vida media es de 7 y 10 afos respectivamente[4][5]. Existen diversos reportes que tratan de
justificar este fendmeno como el efecto nocivo de los fdrmacos inmunosupresores, la hipoxia que
sufren los islotes cuando son trasplantados, el ambiente tdxico del interior del higado[6], etc. pero
poco se ha reportado si los hepatocitos por si solos presentan un efecto deletéreo sobre los

trasplantes.

El presente trabajo se desarrolld con la finalidad de profundizar un poco mas en este aspecto,
mediante la implementacién de un modelo bioldgico de cocultivo hepatocitos-islotes pancreaticos
de cultivo primario de rata, que al ser comparado contra un cultivo control de islotes pancreaticos
se pudo observar los efectos en la viabilidad y funcionalidad de los islotes cultivados con

hepatocitos.

2. Antecedentes.

2.1 Diabetes mellitus.

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica que se presenta cuando el pancreas no
produce la suficiente insulina o cuando el cuerpo no la puede usar de manera efectiva. La insulina

es una hormona que regula la glucosa en la sangre [7].
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La Hiperglucemia o incremento de la glucosa en sangre es un efecto comun de la diabetes,
enfermedad que si no es controlada de manera adecuada, con el tiempo genera un dafio serio en
muchos de los sistemas del cuerpo, especialmente en los nervios y en los pequefios vasos

sanguineos [1].

En el afo 2016 la diabetes provocd de manera directa 1.5 millones de muertes [8], siendo la
causa principal de la ceguera, amputacion y falla renal [1]. En el afio 2014 cerca de 347 millones
de personas en el mundo tenian esta enfermedad y 9 % de los adultos de 18 o mas afios la

padecian [9].

Los costos que este padecimiento representa para el sector salud de manera directa (atencion
médica), son de $179,495 millones de pesos, lo que equivale al 1.11% del producto interno bruto
(PIB) del afio 2013, el 87% de los costos fue asignado al tratamiento de las complicaciones de la
Diabetes Mellitus tipo 2 y el 13% a la Diabetes Mellitus tipo 1[10]. Los costos indirectos, que se
refieren a la muerte prematura, incapacidad laboral y menor desempefio laboral[11l], se
estimaron en el mismo afio en la cantidad de $183,364 millones de pesos (1.14% del PIB), lo que

en conjunto asciende a un costo estimado de $362,859 millones de pesos (2.25% del PIB)[11].

En México se ha convertido en la segunda causa de muerte, por encima incluso del cancery

solo por debajo de las enfermedades cardiovasculares [12].

2.2 Tipos de diabetes mellitus:

La diabetes se clasifica de la siguiente manera [1]:

Diabetes Tipo 1 (DT1)

Conocida antiguamente como insulino-dependiente o diabetes juvenil, es caracterizada por

una produccién deficiente de insulina, por lo que requiere una administracién diaria de esta.
12



Hasta la fecha no se conocen los mecanismos que la provocan, ni cdmo prevenirla; atribuyéndole

como principal causa un ataque del sistema inmune a las células beta pancredticas[1].

Diabetes Tipo 2 (DT2)

Llamada insulino-resistente, es resultado de un uso inefectivo de la insulina por el cuerpo.
Este tipo de diabetes es la que presentan alrededor del 90% de los diabéticos en el mundo [7] y es

generalmente consecuencia de un exceso de peso y de inactividad fisica.

Diabetes Gestacional (DG).

Se presenta durante el embarazo, no se sabe que la provoca, pero se atribuye a las hormonas
generadas durante esta etapa, las cuales bloquean la accién de la insulina en el cuerpo de la

madre, generando la resistencia a la insulina.

Los sintomas de la diabetes incluyen excrecién excesiva de orina (poliuria), mucha sed
(polidipsia), hambre constante (polifagia), pérdida de peso, cambios en la visién y fatiga. En la DT1
y DT2 estos sintomas son muy similares, pero a menudo son menos marcados en la DT2, por lo
gue la enfermedad podria ser diagnosticada varios afios después, una vez que las complicaciones
se han presentado [7]. Por otro lado, cada vez es mas frecuente observar casos con una evolucidn
nociva de la DT2 requiriendo terapias insulino-dependientes como en los diabéticos tipo 1 [13]

[14] [15].

2.3 Tratamiento para la diabetes mellitus.

Las complicaciones de la diabetes constituyen un problema de salud publica importante y se
deben sobre todo a un control inadecuado de la glucemia, por lo que se ha buscado desarrollar

diferentes terapias o tratamientos para recuperar la normoglucemia.
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2.3.1 Tratamiento parala DT2.

En pacientes con DT2, se logra un buen control de los niveles de glucosa en sangre mediante

las siguientes acciones:[16]

Alimentacion saludable.
Realizar ejercicio de manera regular.

Control de peso.

O 0w »

Tratamiento con medicamentos, los cuales comprenden fundamentalmente dos

categorias:

e Las biguanidas como la metformina, que actian mejorando la sensibilidad del cuerpo
a lainsulina y disminuyendo la produccién de glucosa en el higado[17].

e Las sulfonilureas como la glibenclamida que estimulan la liberacién de la insulina por

las células beta del pancreas[18].

2.3.2 Tratamiento parala DT1.

La DT1 se estd intentando tratar con las siguientes terapias:

A. Terapia intensiva con insulina:

También llamada control estricto, consiste en mantener la glucosa en sangre lo mas cercana
posible de un objetivo establecido mediante frecuentes inyecciones de insulina o usando una
bomba de insulina, planificacién de comidas, ajustes de medicamentos y con actividad fisica;

requiriéndose trabajar estrechamente con un equipo de atencién médica [19].

B.  Pdancreas artificial.

Es el término que se emplea para referirse a un dispositivo que utiliza la entrada de un

sistema de monitorizacion continua de glucosa (CGM) para calcular la insulina apropiada (o la

14



infusidon de glucagdn apropiada, hormona contraria a la insulina que provoca un aumento en la

glucosa en sangre), necesaria para alcanzar una glucemia objetivo especificada [20].

Existen tres componentes funcionales principales en un pancreas artificial moderno: el CGM, una
bomba de infusidn de insulina (y otra de glucagdn si se trata de un pancreas artificial bihormonal)

y un algoritmo de control [20].

a. EI CGM se inserta a través de la piel y se coloca a una profundidad de 8-12 mm en el tejido
subcutdneo, midiendo de esta manera la glucosa en el fluido intersticial en lugar de la sangre.
La glucosa se determina a partir de una reaccion catalitica basada en la enzima glucosa

oxidasa inmovilizada en una membrana polimérica que cubre un electrodo sensor.

b. Las bombas de infusién de insulina (y glucagdn) son dispositivos electromecdanicos pequefios
y confiables que se usan para proporcionar una infusidon programada de insulina en el tejido
subcutdneo. Las bombas consisten en un cartucho de insulina recargable, un mecanismo de
bombeo y una interfaz de usuario programable, que puede ser utilizada por el paciente para
establecer una tasa de infusién basal o para administrar una dosis para cobertura de una

comida o para la correccion de la hiperglucemia.

c. Los algoritmos de control se encuentran incorporados en un microprocesador y proporcionan
decisiones de dosificacion de insulina-infusién en tiempo real basadas en los datos
introducidos desde el monitor de glucosa continua, la bomba de insulina y otra informacién

auxiliar vital incluida en los algoritmos.

C. Trasplante de pancreas.

Implica la implantacion de un pancreas sano (uno que puede producir insulina) en una persona

gue normalmente tiene diabetes. Debido a que el pancreas es un érgano vital, que realiza las

15



funciones necesarias en el proceso de digestidn, el pancreas nativo del receptor se deja en su
lugar y el pancreas donado se adjunta en un lugar diferente. El pancreas sano viene de un

donante que acaba de morir o puede ser un pancreas parcial de un donante vivo [21].

Alrededor del 75% de los trasplantes de pancreas se realizan con trasplante renal (ambos
drganos del mismo donante) en pacientes diabéticos con insuficiencia renal. Esto se conoce como
un trasplante simultaneo de pancreas-rifidn (SPK por sus siglas en inglés). Alrededor del 15% de
los trasplantes de pancreas se realizan después de un trasplante de rifidn previamente exitoso

(PAK) y solo el 10% restante de los casos se realiza como trasplante de pancreas solo (PTA) [21].

D. Trasplante de islotes de Langerhans.

Es una alternativa menos invasiva que el trasplante de érgano completo [22] y con un menor
indice de morbilidad [23] que consiste en trasplantar a través de la vena porta Unicamente la

parte endocrina del pancreas del donador constituida por los islotes pancredticos.

Un pdancreas humano de adulto contiene entre 3.6 a 14 millones de islotes, con un
volumen total de 0.5 a 1.3 cm? [24,25] y estd compuesto por células B productoras de insulina en
una proporcién aproximada de 60%, células a productoras de glucagén en una proporcién de 30%
y el 10% restante dividido entre las células & secretoras de somatostatina (< 10%), células y que

secretan los polipéptidos pancredticos (< 5%) y células € secretoras de grelina [26,27]

Después de un tiempo los islotes son capaces de producir insulina y restablecer los niveles
normales de glucosa en sangre, requiriendo que el paciente tenga que usar drogas

inmunosupresoras para evitar el rechazo del trasplante.

Tedricamente el trasplante de islotes tiene las siguientes ventajas sobre el trasplante del

pancreas completo [22]:
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a. Laposibilidad de re-trasplantacion simple para injertos fallidos.

b. Laeliminacién de complicaciones asociadas con el pancreas exocrino.

c. Laposibilidad de que los islotes sean menos inmunogénicos.

d. La posibilidad de modificar los islotes in vitro previo al trasplante para reducir la
inmunogenicidad.

e. Los islotes se prestan a la crioconservacion y banco de tejidos, lo que podria ser combinado

con un programa de control de calidad antes de la implantacion.

Todas estas terapias resultan prometedoras sin embargo hasta la fecha siguen presentando
inconvenientes, por lo que se sigue investigando para superar estos problemas, entre los cuales se

pueden mencionar los siguientes:

La terapia intensiva con insulina no logra normalizar las cifras de hemoglobina glucosilada y
presenta un riesgo considerable de crisis de hipoglucemia, requiriendo mucha disciplina por parte
del paciente que tiene que estarse pinchando en multiples ocasiones tanto para estar midiendo

su glucosa en sangre como para inyectarse la insulina exégena.

El trasplante de pancreas proporciona un control metabdlico excelente y aunque sus resultados
han mejorado durante la ultima década, continlda siendo un procedimiento invasivo y con una

morbilidad significativa [28].

Por lo que respecta al pancreas artificial, todavia existen obstaculos importantes, como la
precisién y el tiempo de retraso del sensor de glucosa, asi como los métodos de administracién de
insulina y controladores robustos [29]. Ademas, algunos pdancreas artificiales requieren el
suministro manual de la insulina para compensar las comidas con los gramos estimados de

carbohidratos o de manera mds simple indicando si el desayuno fue pequeio, mediano o grande.
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El trasplante de islotes de Langerhans es una alternativa menos invasiva que el trasplante de
drgano completo [22] y con un menor indice de morbilidad [23] constituyendo un promisorio y
razonable método alternativo para restaurar la normoglucemia y aliviar las complicaciones a largo
plazo de la diabetes, otorgando una independencia de los tratamientos suplementarios de

insulina [23] [30].

Para trasplantarlos un radiélogo hace uso de un equipo de ultrasonido y rayos X para guiar un
catéter a través de la parte superior del abdomen hacia la vena porta del higado, para que una vez
colocado en su lugar se haga a través de este la infusion de los islotes en el higado. Todo el

procedimiento se realiza con anestesia local.

El higado se sugirié como un sitio éptimo para el trasplante de islotes por primera vez por Lacy
en 1973 cuando lo usé en un modelo de rata con diabetes [31]. En la década de 1980 se
publicaron los primeros casos de éxito de un autotrasplante de islotes en humanos por infusién

en el higado [32] [33].

Posteriormente, en 1990 se publicé el primer caso de independencia a la insulina
suplementaria en un paciente diabético después del trasplante de islotes alogénicos en la vena
porta, estableciendo al higado como el sitio de eleccién para el trasplante de islotes en la practica

clinica [34].

Debido a este éxito inicial, el higado es por ahora el sitio mas cominmente utilizado, segun lo

informado por el Registro Internacional de Trasplante de islotes [35]
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3. Justificacion.

A pesar de todas las ventajas que ofrece el trasplante de islotes pancreaticos, este método no se
ha adoptado como un estandar para el tratamiento de la diabetes, debido principalmente al
tiempo reducido que logra mantener la normoglucemia en las personas que fueron trasplantadas
(comparado con el trasplante de érganos completos como: el de rifidn con un porcentaje de
supervivencia de 99% a los tres afios [5] o de corazdn con un porcentaje de supervivencia de 83%

a los tres afios [4]), situacidon que se aprecia en los siguientes estudios:

En 2005, los resultados de 65 receptores de trasplante de islotes tratados de acuerdo con el
protocolo de Edmonton, mostraron que 44 (68%) pacientes se habian vuelto independientes de la
insulina suplementaria, con una duraciéon media de la independencia de la insulina de 15 meses.
Cinco de estos sujetos recibieron una unica infusién de islotes, 33 recibieron dos infusiones, y seis
recibieron tres infusiones. La independencia de la insulina después de 5 afios fue tan solo del 10 %

[36].

Tras los resultados iniciales de Edmonton en 2000, la Red de Inmuno-Tolerancia inicié un gran
ensayo internacional en los Estados Unidos y Europa para examinar la viabilidad y
reproducibilidad del trasplante de islotes mediante el protocolo de Edmonton. Se encontré que
de los 36 sujetos del estudio: 16 (44%) mantenian la independencia a la insulina de correccién con
un control glucémico adecuado el primer afo después del trasplante. Sélo cinco de estos

pacientes eran independientes de la insulina después de 2 afios (14 %) [3].

El mayor registro de datos de trasplante de islotes es el Registro Colaborativo de Trasplante de
Islotes, (CITR) con datos principalmente de Estados Unidos y de instituciones médicas
canadienses, asi como de centros europeos. En su actualizacion de 2008 analizd a 279 receptores
de un trasplante de islotes efectuado entre 1999 y 2007, reportando que solo 24% mantenia la

independencia de la insulina después de 3 afios [37].
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El CITR informd los datos de los resultados de trasplantes de islotes realizados entre 1999 y 2002.
La independencia de la insulina suplementaria a los 3 afios después del trasplante fue Unicamente

del 27 % [38].

Actualmente no estd claro en qué medida la disminuciéon de la independencia de la insulina
exdgena es el resultado de la pérdida de los islotes y cudles son los mecanismos detras del
deterioro de la funcidn del injerto. Algunas posibilidades que se manejan incluyen la destruccion
auto o aloinmune, la toxicidad del inmunosupresor, la reaccién inflamatoria instantanea mediada

por sangre (IBMIR) o una interrupcién progresiva de la secreciéon de la insulina [6].

Asimismo se ha detectado que en aproximadamente el 20% de los pacientes, se produce
esteatosis hepatica (higado graso) focal post-trasplante, posiblemente debido a un efecto
paracrino local de la insulina, pero su significacién en relacién con la funcién del injerto no esta

definida todavia [39].

A pesar de este tiempo de vida media reducido de los trasplantes de islotes de Langerhans y de la
deteccion de dafios en el tejido hepatico, en la revision bibliografica efectuada no se encontrd
informacién sobre la existencia de un analisis sistematico que descarte la posibilidad de que sea

consecuencia de la interaccidn de las células hepaticas-islotes pancreaticos.

Por lo anterior en este proyecto se propone el desarrollo de un modelo bioldgico in vitro
empleando la técnica de cultivos celulares que simule este tipo de interaccion celular y que nos
permita obtener informacion de los efectos posiblemente nocivos entre ellas, planteandose para

tal fin la siguiente hipdtesis de trabajo:
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3.1 Hipotesis.

Es posible obtener un modelo bioldgico de cocultivo hepatocitos-islotes pancredticos que permita

determinar el tipo de efectos que se presentan en los trasplantes de islotes de Lagerhans.

3.2 Objetivo general.

Generar un modelo biolégico de cocultivo hepatocitos-islotes pancredticos para simular y

determinar los efectos que se presentan en los trasplantes de islotes pancreaticos.

3.3 Objetivos especificos.

1. Implementar un modelo bioldgico que permita el cultivo simultaneo de hepatocitos e islotes

pancreaticos.
2. Determinar sila viabilidad celular de los islotes y/o hepatocitos es afectada en el cocultivo.

3. Establecer si la funcionalidad de los islotes pancreaticos es afectada por la interaccion con los

hepatocitos en el cocultivo.

4. Determinar si los hepatocitos tienen efectos benéficos o deletéreos sobre los islotes

pancreaticos.

4. Materiales y métodos.

4.1 Lineas celulares.

Para el desarrollo de este trabajo se inicié con el cultivo por separado del material bioldgico,
primeramente, con lineas celulares, que son mas faciles de utilizar y que permitieron conocer las

técnicas de cultivo celular, uso de la campana de flujo laminar y de la incubadora de CO,.
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Se denomina linea celular aquellas células de un solo tipo (humano, animal o planta) que se han
adaptado para crecer continuamente en el laboratorio y que bajo ciertas condiciones, proliferan
indefinidamente en el laboratorio, es decir son “inmortalizadas” (pueden dividirse en cultivo
continuamente sin demostrar sintomas de senescencia) requiriendo para ello que sean sometidas
a un proceso denominado “transformacion” (cambio en el perfil de expresidon proteico,
cromosomico, exposicion a radiaciones ionizantes o a carcindgenos quimicos, etc). Estas

lineas pueden generarse artificialmente o ser aisladas de un tejido tumoral.[40]

Los tipos de células de linea celular empleadas fueron la RIN-m y la RIN-m5F, las cuales fueron

proporcionadas por el laboratorio de Biofisica e Ingenieria de Tejidos.

4.1.1 RIN-m.

La linea celular RIN-m (ATCC CRL-2057) se derivd de un tumor inducido por radiacién de células de
islotes de rata. La linea se establecié a partir de un xenoinjerto de tumor en un ratén desnudo. Las
células producen y secretan hormonas polipeptidicas de los islotes. Estos modelos permiten el
estudio de la biologia de las células de los islotes pancreaticos, especificamente los mecanismos

gue controlan la sintesis, el almacenamiento y la secrecidn de insulina y somatostatina.[41]

Figura 4-1: Células RIN-m cultivadas en el
laboratorio de Biofisica (X50). Elaboracién

propia.
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Las células RIN-m fueron descongeladas, cultivadas en RPMI-1640 suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 10% y con 500 ul de antibidtico/antimicdtico (A/A) en una incubadora de CO; a 37
°C y con 5% de CO; y subcultivadas siguiendo el protocolo establecido por la empresa ATCC (Ver

Apéndice “A”).

4.1.2 RIN-m5F.

La linea celular RIN-m5F (ATCC CRL-11605) es un clon derivado de la linea de islotes de rata RIN-m
(ATCC CRL-2057) cuyas células producen y secretan insulina. A diferencia de la linea parental no

producen somatostatina.[42]

Figura 4-2: Células RIN-m5F cultivadas en el
laboratorio de Biofisica (X200). Elaboracién

propia.

Su manejo y cultivo se realizé de la misma forma que las células RIN-m (Apéndice “A”),
empledndose cajas de Petri de 100 mm y realizdndose el cambio de medio cada tercer dia con la
finalidad de proveer de nutrientes y eliminar productos de desecho, sin retirar la totalidad del
mismo para evitar un retraso en el crecimiento ya que este contiene sustancias que favorecen e

inducen la proliferacion.
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El subcultivo de las células RIN-m5F se realizé cuando entraron en confluencia (cubrieron entre el
80y 90% de la superficie de la caja de Petri) usando Buffer Fosfato Salino (PBS) para su lavado y 2

ml de tripsina para despegarlas (Apéndice “A”).

4.2 Células de cultivo primario.

Es el tipo de cultivo mas utilizado. Se puede obtener a partir de explantes primarios o de
suspensiones de células disgregadas. La disgregacion celular se realiza por métodos enzimdaticos o
mecanicos. En estos cultivos se pierden las interacciones célula-célula y las interacciones de la

célula con la matriz extracelular[40].

4.2.1 Hepatocitos.

Los hepatocitos de rata de cultivo primario se obtuvieron a partir de ratas machos de la cepa
Wistar de 7 a 8 semanas de edad, con un peso de 250 a 300 gr, anestesiados con 1 ml de
Isoflurano para induccion y 1 ml para mantenimiento, mediante el método de perfusion de
colagenasa de dos pasos desarrollado por Berry and Friend en 1969 [43] y modificado por
Seglenin en 1976 [44] tal como se describe en el articulo elaborado por Shen L. Hillebrand A. y

colaboradores [45].

En este método se emplean dos tipos de buffers: uno sin calcio y con 4acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) que es empleado en primera instancia con la finalidad de
afectar la integridad de las desmosomas que son estructuras especializadas que favorecen la
adhesién entre las células y que requieren calcio para funcionar y posteriormente se usa un
segundo buffer conteniendo colagenasa tipo Il y con calcio, el cual es necesario para que la
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enzima pueda efectuar su accién. Ambos buffers son calentados a bafio maria a una temperatura
de 42 °C (para que cuando hagan el recorrido lleguen a 37 °C) y perfundidos mediante una bomba

peristaltica a través de la vena porta de la rata (ver figura 4-3).

Sternum ~ - N\
M
Hepatic
Portal Vein Water
7 Bath
Liver
/ 1
nferior
Vena Cava
Perfusion Collagenase
Perfasion Pump Buffer I Solution

Figura 4-3: Procedimiento de digestion enzimatica del higado
para la obtencién de hepatocitos de rata de cultivo

primario[45].

Una vez que el higado es perfundido, se extrae y se coloca en una caja de Petri en la campana de
flujo laminar y mediante un raspador celular se dispersan las células de manera gentil,
posteriormente todo el contenido de la caja se pasa por un filtro de nylon de 100 um para
remover el tejido sin digerir y el tejido conectivo, después se coloca en un tubo cénico de 50 mly
se incorpora 25 ml de un gradiente de densidad (Percoll) y se centrifuga por 10 minutos a 1200
RPM para obtener un Pellet con los hepatocitos, los cuales una vez retirado el sobrenadante y
homogenizados con medio de cultivo fresco son colocados en cajas de Petri de 100 mm para su

cultivo (ver figura 4-4).
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() (d)

Figura 4-4: Procedimiento de aislamiento y purificacion de hepatocitos de rata de cultivo
primario. (a) Perfusidn de los buferes via vena porta, (b) Disgregacién de los hepatocitos
mediante el uso de un raspador celular, (c) Formacién del pellet celular después del uso
de un gradiente de densidad (Percoll) y de la centrifugacion, (d) hepatocitos de rata

aislados y purificados. Elaboracién propia.

Las velocidades y el tiempo de perfusion de los bufferes, asi como el procedimiento detallado

para la obtencién de hepatocitos de rata de cultivo primario se describen en el Apéndice “B”.
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4.2.2 Islotes pancreaticos.

Con la finalidad de generar un modelo biolégico lo mas aproximado a la realidad y aprovechando
la experiencia adquirida por el laboratorio de Biofisica, se obtuvieron también islotes pancreaticos

de rata de cultivo primario.

Para su obtencidén se emplearon ratas machos de la cepa Wistar de 7 a 8 semanas de 250 a 300
gramos las cuales fueron anestesiadas con pentobarbital sddico con una dosis de 50 mg/Kg y

sacrificadas una vez extirpado el pancreas mediante dislocacién cervical.

El proceso se divide en dos etapas (ver figura 4-5): el aislamiento y la purificacion; la primera
etapa consiste en perfundir el pancreas con Solucién Salina Balanceada de Hanks (HBSS) lo mas
frio posible para mantener la viabilidad de los islotes y para facilitar su localizacién y diseccion,
una vez extraido se corta en trozos muy pequeiios y se somete a la digestién enzimatica con
colagenasa tipo 1V, para romper los enlaces de coldgeno que mantienen a los islotes pancreaticos

unidos al resto de los tejidos del pancreas.

La etapa de purificacidon consiste en separar del tejido acinar (debris) los islotes ya aislados,
pudiéndose realizar mediante un gradiente de densidad o a través de recoleccion manual
mediante un microscopio estereoscdpico. Este ultimo método fue el que finalmente se utilizé por

la dificultad de contar con las sustancias para hacer el gradiente.
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(c) (d)

Figura 4-5: Obtencion de Islotes pancreaticos de rata de cultivo primario. (a) Perfusion del
pancreas para favorecer la viabilidad celular y facilitar su diseccion, (b) Pancreas de rata listo
para ser digerido enzimaticamente, (c) Islotes pancredticos de cultivo primario (X100), (d)

Islotes pancreaticos aislados y purificados (X200). Elaboracién propia.

En el Apéndice “C” se describe de manera detallada el protocolo empleado, las concentraciones,

tiempos, velocidad de centrifugacion y cantidades de las sustancias utilizadas.
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4.3 Modelo bioldgico de cocultivo.

4.3.1 Seleccion del medio de cultivo para el cocultivo.

Un paso importante en la generacion del modelo de cocultivo, fue determinar qué medio de
cultivo era el idéneo, ya que cada tipo celular emplea uno diferente. Con ese propdsito se efectud
primeramente una revision minuciosa de la literatura, asi como de las recomendaciones emitidas
por las empresas que suministran las lineas celulares y por los foros de expertos (ver Apéndice
“F”) concluyéndose que para las células pancreaticas enddcrinas (RIN-m y RIN-m5F) el medio
ampliamente utilizado es el RPMI-1640 y para las células hepaticas los medios de cultivo

empleados son el RPMI-1640 y mds frecuentemente el DMEM y el William's.

De estos dos ultimos medios, se encontré que durante la generacion de la linea celular RIN-m,
Gazdar, Chick y otros [46] compararon los medios de cultivo DMEM y RPMI-1640 respecto a la
cantidad de insulina que producian las células mantenidas en estos, encontrandose que el RPMI-

1640 era una mejor opcidén; situacidon que se puede apreciar en la siguiente gréfica:
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Figura 4-6: Secrecion de insulina de células RIN-m

cultivadas en RPMI-1640 ( —Fy DMEM (- - -)[46].
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Con base a lo anterior y una vez descartado el DMEM, se procedieron hacer las pruebas

pertinentes para encontrar la mejor opcidn entre los medios de cultivo William’s y el RPMI-1640.

Primeramente se compararon las diferentes sales, aminoacidos y vitaminas empleados en la
elaboracién de los medios, para determinar qué tanta variacion existia entre ellos (ver Apéndice
“G”). Como la diferencia fue notoria se decidid realizar varios experimentos donde se hizo un
analisis en campo claro, de los efectos que se producen en las células durante el cultivo con estos

medios a nivel morfoldgico y de viabilidad.

Estos experimentos consistieron en comparar tres muestras para cada medio de cultivo (RPMI-
1640 y William’s) tanto de hepatocitos de cultivo primario como de células RIN-m observadas a

través del microscopio invertido a los 1, 3y 5 dias.

Para el caso de los hepatocitos no se observaron diferencias, ya que en ambos medios de cultivo
se mantuvieron adheridos a la caja de Petri, permanecieron integros con forma y bordes bien

definidos, con adecuado brillo y contenido acuoso en su citosol (ver figura 4-7)

(a) (b)

Figura 4-7: Hepatocitos de rata de cultivo primario cultivados durante 3 dias en medio de

cultivo William’s (a) y en medio de cultivo RPMI-1640 (b). Elaboracién propia.
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Las células RIN-m en cambio si presentaron diferencias en cuanto a su morfologia y viabilidad ya
que las cultivadas en medio de cultivo William’s a los tres dias mostraban un evidente
aplanamiento o seguian en forma esférica como cuando estan recién descongeladas y a los cinco
dias muchas células se habian despegado reflejando una disminucidn en la viabilidad de las

mismas (ver figura 4-8).

(a) (b)

Figura 4-8: Células RIN-m cultivadas en medio de cultivo William’s. (a) Se observé un
aplanamiento en las células a los 3 dias y (b) muchos espacios vacios en las cajas debido al

desprendimiento de las células muertas a los 5 dias. Elaboracién propia.

4.3.2 Cocultivo RIN-m/Hepatocitos.

Una vez elegido el medio de cultivo RPMI-1640 y con el propdsito de verificar que era una buena
opcion para el cultivo de manera conjunta de las células RIN-m/RIN-m5F y los hepatocitos se

procedieron a realizar los primeros experimentos de cocultivo con este medio.

Inicialmente se presentd la incégnita de como incorporar los dos tipos de células al cocultivo, es
decir si debian incorporarse los hepatocitos y las células RIN-m5F simultdneamente o primero un
tipo y luego el otro y si asi fuera el caso cuales células cultivar primero y cuales incorporar

después.
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Se hizo una revisidn exhaustiva de la literatura para ver si se explicaba cémo hacerlo, sin embargo
se encontraron muy pocos articulos[47,48] de cocultivos y en ninguno de ellos se especificaba el
orden o la forma en que se debian colocar los dos tipos de células. Debido a lo anterior se
tuvieron que realizar cultivos con las tres posibles combinaciones del orden de las células,
observandose que los mejores resultados se obtuvieron cuando se colocaban primero las RIN-m5F
y después los hepatocitos, ya que estos ultimos se adherian mejor de esta forma, que cuando se

ponian primero o simultaneamente (ver figura 4-9).

Por lo tanto de manera resumida el procedimiento para el cocultivo se realizé de la siguiente
manera: primeramente se descongelaron y cultivaron células RIN-m5F en cajas de Petri de 35 mm
con 2 ml de RPMI-1640 vy a las 24 horas una vez que ya se habian adherido, lo cual se verificd en el
microscopio invertido, se aislaron y purificaron los hepatocitos de cultivo primario de rata, los
cuales fueron incorporados a estas cajas en una concentracién de 1.4 X 10° cuidando que se
dispersaran uniformemente por toda la caja en una monocapa. El cambio de medio se realizé de
la misma manera que con las células por separado; al siguiente dia después del inicio del cultivo y

posteriormente cada tercer dia.

(a) (b)

Figura 4-9: Cocultivo de células RIN-m5F y hepatocitos de rata de cultivo primario en medio

de cultivo RPMI-1640 a los 5 dias (a) X50, (b) X400. Elaboracién propia.
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4.3.3 Cocultivo de Islotes pancredticos-Hepatocitos.

Posterior a que se iniciaron los cocultivos RIN-m5F/Hepatocitos, en el laboratorio de Biofisica se
logré estandarizar la técnica para obtener islotes pancredaticos de rata de cultivo primario, por lo
gue se decidid usar estos para hacer el cocultivo y tener un modelo mas aproximado a la realidad,
ya que las lineas celulares al ser la mayoria de ellas de origen tumoral presentan

comportamientos erraticos o anormales.

Con el cambio a los islotes pancreaticos se tuvo que cambiar el orden de cultivo de los tipos
celulares, teniéndose que incorporar primero los hepatocitos y de 3 a 4 horas después cuando ya
estaban adheridos los 30 islotes, para evitar que estos ultimos se cubrieran completamente en la
caja de 35 mm, lo que dificultaba mucho su localizacidn. Adicionalmente se tuvo que recubrir
previamente la caja de Petri (aun siendo tratada) con 1 ml de solucién de Poly-L-Lysina (Mca.
Sigma No. Cat. P8920-100 ml) para favorecer la adhesion de los hepatocitos sobre la misma (Ver

figura 4-10).

Asimismo se agregd a cada caja de cultivo 250 pl de dexametasona (equivalente a una
concentracién de 10 uM) ya que esta favorece la viabilidad y funcionalidad de los hepatocitos

pues principalmente los protege de la apoptosis[49,50,51,52].

Figura 4-10: Cocultivo de islotes pancreaticos y hepatocitos de rata de cultivo primario a los 3

dias (a) X100, (b) X200. Elaboracién propia.
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4.3.4 Pruebas de viabilidad celular.

Para poder identificar las diferencias presentadas en la viabilidad de las células del cocultivo
respecto a los islotes y hepatocitos control se empled un kit de viabilidad de la marca
ThermoFisher Scientific No. Cat. L3224 que contiene dos sustancias: la Calceina AM vy el
homodimero de Etidio-1 y cuyo funcionamiento esta basado en la actividad de las esterasas y en

la integridad de la membrana plasmatica.

La calceina AM es una molécula neutralizada eléctricamente, que puede penetrar facilmente en
las células mediante difusién. Luego se convierte en calceina, una molécula verde fluorescente,
mediante la accidn de las esterasas intracelulares y que se retiene en las células que tienen su

membrana intacta.[53]

Las células dafiadas o muertas se tifien en cambio con el homodimero de etidio, que es una
molécula impermeable a la membrana celular que solo la atraviesa cuando se encuentra
comprometida y que adquiere un color rojo fluorescente cuando el tinte se une a los acidos

nucleicos. [54]

La calceina AM y el homodimero de etidio-1 emiten huellas de fluorescencia distintas en 515 nmy
635 nm respectivamente cuando se excitan a 495 nm. La prueba es simple y se puede realizar
mediante el empleo de un microscopio confocal, de epifluorescencia, un citémetro de flujo o un

lector de microplacas de fluorescencia [53,54].

La técnica consiste en retirar el medio de cultivo y realizar un lavado con PBS, para
posteriormente incorporar 1 ml de PBS con 0.5 plL calceina-AM y 2 uL de la solucidn de
Homodimero de Etidio-1 e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos (Ver Apéndice

IIDII).
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Visualizar la muestra en el microscopio confocal o de epifluorescencia, realizar el conteo de las

células tefiidas de verde (vivas) y tefidas de rojo (muertas).

4.3.5 Pruebas de funcionalidad celular.

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) es un inmunoensayo que se considera el
estdndar de oro, es una prueba inmunoldgica muy sensible y se utiliza para detectar y cuantificar

sustancias, incluidos anticuerpos, antigenos, proteinas, glicoproteinas y hormonas [55].

Existen diferentes tipos de ELISA, siendo de los mds populares el ELISA tipo Sandwich, que recibe
este nombre porque la proteina relevante queda atrapada entre dos moléculas de anticuerpo, lo

gue lo hace de 2 a 5 veces mas sensible que los demas [56].

La prueba se realiza sobre una placa que contiene pocillos que estdn recubiertos con un
anticuerpo de captura sobre los cuales se agrega la muestra; luego, la placa se incuba durante

algun tiempo y se lava. El lavado elimina los antigenos no unidos.

Después de la etapa de lavado, se afiaden y se incuban los anticuerpos que estdn marcados con la
enzima especifica del antigeno. Para revelar la actividad enzimatica, se agrega sustrato enzimatico
al medio y se asegura la coloracién. La coloracidn muestra un resultado positivo, mientras que la

falta de coloracion indica un resultado negativo [55].

Las pruebas de funcionalidad se realizaron con un Kit de la marca ALPCO No. Cat. 80-INSRT-EO1
que permitid medir la insulina generada por los islotes tanto en cocultivo como control (Ver

Apéndice “E”).
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5. Resultados.

Para realizar los experimentos que permitieran verificar la diferencia en la viabilidad y
funcionalidad en los hepatocitos e islotes pancreaticos en cocultivo vs controles, se desarrollé un
protocolo en el que se emplearon pares de ratas, para extraer de una rata el pancreas y a partir

de él aislar y purificar los islotes y de la otra rata obtener los hepatocitos.

Esto con varios propdsitos, ya que ademas de facilitar la obtencién de las células de cultivo
primario, disminuir el riesgo de contaminacidn y favorecer la viabilidad, también se realizé de esta

manera para emular lo que ocurre en los trasplantes donde hay un donador y un receptor.

Diariamente durante 5 dias se obtuvieron islotes y hepatocitos de cultivo primario de rata,
iniciando con el procedimiento para la obtencién y cultivo en cajas de 35 mm de 6 muestras de
hepatocitos (1.4 X 10°), tres cajas para el cocultivo y tres para los controles y posteriormente se
realizdé el procedimiento para el aislamiento y purificacidn de islotes pancreaticos, los cuales una
vez obtenidos fueron incorporados de a 30 islotes/caja en 3 de las cajas que contenian los
hepatocitos para formar el cocultivo y en otras 3 cajas de 30 islotes que servirian para control (Ver

figura No. 5-1).

Rata1y 2 RataSy 6 Rata9y 10
<. » S .
A o 300 o N\ A < A o N f— A (]
) £ 2 ) £ 2 , 2
" = s = ; =
Hepatocitos control S« Hepatocitos control Seo Hepatocitos control S 0
: (%] o Q
| 8 » < I8 | 8
< Qe 4 Qo ¢ (-
W/~ « j s g
Islotes control Islotes control Islg:tes control
Rata3y4 Rata7y 8
A " £ " + 3 Muestras para cada cocultivo.
»/ g N/ Vs g « 3 Muestras de hepatocitos control.
Hepatocitos control = Hepatocitos control ‘—5 - 3 Muestras de Islotes control.
38 8 + 30 Islotes (100 a 250 um).
’ ~ o . N 6
. B & 1 itos.
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Figura 5-1: Protocolo desarrollado para las pruebas de viabilidad y funcionalidad del cocultivo. Elaboraciéon

propia.
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5.1 Pruebas de viabilidad.

5.1.1 Hepatocitos.

Durante las pruebas de viabilidad de los hepatocitos con el kit de Calceina AM/Homodimero de
Etidio-1, se observé que estos se tefiian tanto de rojo (en su nucleo o nucleos) como de verde (el

resto de la célula) por lo que se tenia la duda si estaban viables o no.

Por tal motivo se recurrié a otro tipo de sustancias comunmente empleadas para medir viabilidad
como azul de tripano y cristal violeta en donde se obtuvieron buenos resultados de 85 al 95% de

viabilidad que son los reportados en la mayoria de los articulos que trabajan con este tipo celular.

Con estos resultados presentes, se realizd una revisién en la literatura y se encontré que los
hepatocitos tienen afinidad y metabolizan el Etidio, razén por la cual cuando se usa el Bromuro de
Etidio o el Homodimero de Etidio-1 se presenta este fenédmeno[57], por lo tanto se prefiere usar

el loduro de propidio para las pruebas de viabilidad en este tipo de célula.

Debido a esta situacidn ya no fue posible realizar un conteo de pixeles verdes/rojos para lograr
una medicion cuantitativa de la viabilidad recurriéndose a un analisis cualitativo comparando las

imagenes obtenidas mediante el microscopio confocal.

Tanto en los hepatocitos control como en los hepatocitos en cocultivo se observaron condiciones
de viabilidad similares, detectandose de una a cinco células no viables como maximo en cada una
de las muestras para todos los dias del estudio (1 a 5 dias de cultivo) y aprecidandose que entre
mas dias se mantuvieran en cultivo las muestras mas facilmente se despegaban los hepatocitos
cuando eran trasladados al laboratorio para su visualizacidon en el microscopio confocal y por ello

se aprecian mas espacios y agregados en las imagenes (ver figura 5-2).
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Tiempo Cocultivo Control

1 dia

3 dias

5 dias

Figura 5-2: Pruebas de viabilidad celular realizadas con Calceina-AM y Homodimero de Etidio

en los hepatocitos en cocultivo y hepatocitos control. Elaboracién propia.
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5.1.2 Islotes.

Una situacién similar a la de los hepatocitos se pudo apreciar durante las pruebas de viabilidad en
los islotes pancredticos donde la totalidad de estos tanto en cocultivo como los control se
encontraban viables, no detectandose que alguna de sus células componentes estuviera tefiida de

rojo (ver figura No. 5-3).

Figura 5-3: Pruebas de viabilidad realizadas en los islotes en cocultivo vs islotes

control.

5.1.3 Cocultivo en campo claro.

Adicionalmente se realizaron observaciones de los cocultivos en campo claro a través del
microscopio invertido, pudiéndose identificar claramente como los hepatocitos se benefician de la
presencia de los islotes, puesto que después de 7 dias de ser cultivados, los que se encuentran en
la periferia de los islotes se mantienen adheridos en la caja de Petri, mientras que los mas
alejados se desprendieron y fueron removidos durante los cambios de medio dejando los espacios

vacios (ver figura 5-4).
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Figura 5-4: Andlisis morfolégico en campo claro de los cocultivos islotes-

hepatocitos de cultivo primario a los 7 dias de cultivo, (a) X100, (b) X50.

5.2 Pruebas de Funcionalidad.

Para la prueba de ELISA, se utilizd un espectrofotdmetro en donde fue introducida la placa (Ver
figura No. 5-5) conteniendo los controles, estandares y muestras de sobrenadante de las cajas de
cultivo con islotes en cocultivo y de las cajas con los islotes control para obtener sus valores de
absorbancia o densidad éptica (DO) correspondientes.

Figura 5-5: Placa de ELISA para detectar
insulina de rata empleada durante las

pruebas de funcionalidad.
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Con los valores promedio de DO de los estandares proporcionados por el fabricante y su
concentracién en ng/ml, se obtuvo la curva de calibracion estandar mediante un ajuste de

regresion logistica de cuatro parametros como lo recomienda el fabricante (Ver figura 5-6).

Curva de respuesta estandar ELISA insulina

ot Estandar ng/ml DO
Cero 0 0.0605
e A 015  0.072
“ B 0.4 0.0855
D e C 1 0.1635
| D 3 0.6795
= E 5.5 1.4145

Concentracidn (ng/iml)
Weighted 5-P logistic regr. (npir package, version: 0.1.4)

Figura 5-6: Curva estandar obtenida durante la prueba de ELISA para insulina de

rata.

Posteriormente y antes de obtener los valores de concentracion de las muestras, se les resté a
todos ellos el valor de DO del estandar cero para hacer el ajuste y obtener los valores reales,
mismos que se muestran en la tabla 5-1 para el caso de los islotes control y en la tabla 5-2 para los

islotes cultivados junto con los hepatocitos en el cocultivo.

41



Es importante mencionar que se hicieron las mediciones de la insulina generada por las muestras
siendo estimuladas tanto con una concentraciéon baja de glucosa (2.75 mM) como con una

concentracién alta de glucosa (16.5 mM).

Esto con el propdsito de calcular el indice de estimulacion (IE), que es una razén entre la cantidad
de insulina generada durante un tiempo de 60 minutos por los islotes estimulados en una alta
concentracion de glucosa entre la cantidad de insulina generada por los islotes estimulados con
una concentracién baja de glucosa y cuyo propdsito es eliminar el sesgo derivado por los

diferentes tamanos de los islotes contenidos en las muestras[58,59].

Muestra Conc. 1dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias

Glucosa islotes  islotes islotes islotes islotes
1 2 3 4 5
1 Alta 1.329 1.519 1.919 2.415 0.332

Baja 0.51 0.441 0.438 0.952 0.101

2 Alta 2.99 3.174 2.85 2.699 1.883

Baja 0.673 0.633 0.738 1.027 0.513

3 Alta 2.51 0.688 1.805 2.214 2.753

Baja 0.21 0.218 0.83 0.844 1321

Tabla 5-1: Valores de DO obtenidos en las muestras con islotes

control durante la prueba de ELISA para insulina de rata.
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Muestra Conc. 1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias
Glucosa Cocult. Cocult. Cocult. Cocult. Cocult.
1 2 3 4 5

1 Alta 1.232 2.291 1.922 1.493 1.33
Baja 0.329 0.231 0.766 0.361 0.198

2 Alta 2.29 0.4 2.146 2.815 1.411
Baja 0.901 0.11 0.418 0.697 0.279

3 Alta 0.998 0.895 2.795 2.052 2.678
Baja 0.688 0.163 0.361 1.12 0.795

Tabla 5-2: Valores de DO obtenidos en las muestras de cocultivo

durante la prueba de ELISA para insulina de rata.

Con base a los datos anteriores y sustituyendo los resultados de la DO en la ecuacién de la curva

estandar se obtuvieron los valores de la concentracién de insulina (ng/ml) de cada una de las

muestras de los cocultivos y controles, mismas que se indican en las tablas 5-3 y 5-4.

Muestra Conc. 1 dia 2dias 3dias 4dias 5dias
Glucosa “jsjotes islotes islotes islotes islotes
1 2 3 4 5
1 Alta 5 6.4 7.63 9.27 1.9
Baja 2.5 2.324 2.275 3.7 1.275
2 Alta 12.3 13 12.07 11.49 7.48
Baja 3 29 3.45 4 2.5
3 Alta 9.4 3 7.26 8.36 10.69
Baja 1.18 1.19 3.625 3.4 4.97

Tabla 5-3: Valores de concentracién de insulina (ng/ml)
obtenidos en la prueba de ELISA de los islotes control.
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Muestra Conc. 1dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias

Glucosa ~cocult. Cocult. Cocult. Cocult. Cocult.

1 2 3 4 5
1 Alta 4.6 8.66 7.65 6.1 5.07
Baja 1.9 14 3.2 2 1.2
2 Alta 8.6 2.1 8.25 10.9 5.5
Baja 3.6 0.6 2.2 3.21 1.73
3 Alta 3.9 3.6 11.92 7.9 10.31
Baja 3 1 2 4.1 3.29

Tabla 5-4: Valores de concentracién de insulina (ng/ml)
obtenidos en la prueba de ELISA de las muestras con los

cocultivos.

La produccion promedio de insulina en 1 hora (30 islotes por muestra) del cocultivo y de los

islotes control se muestra en la tabla 5-5. Los valores son acordes a los reportados en otros

trabajos [51] y son ligeramente mayores para los islotes control, lo cual puede ser por la

asimilacidn de insulina que tienen los hepatocitos en el cocultivo.

Produccién promedio de insulina producida en ng/ml

Cocultivo Islotes control

Glucosa baja  Glucosaalta  Glucosa baja Glucosa alta

2.30 7.00 2.82 8.35

Tabla 5-5: Valores de concentracion de insulina promedio (ng/ml)

para alta y baja glucosa de las muestras.
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Para verificar si existian diferencias significativas en los valores de concentracidon de insulina
generada por los islotes en cocultivo vs islotes control en las diferentes concentraciones de

glucosa de realizd la prueba estadistica de U Mann-Whitney, no encontrandose diferencias

significativas (P > 0.05) entre ellas.

Concentracion de Insulina

10
T AC: Cocultivo Alta conc. glucosa
Al: Islotes Alta conc. glucosa
8— BC: Cocultivo Baja conc. glucosa
o) Bl: Islotes Baja conc. glucosa
S
—_
o 6
(=
S
£
o 4
o T
2_
0- T

AC Al BC BI
Grupos

Figura 5-7: Grdfica de barras con los valores promedio de
concentracion de insulina obtenidos con alta y baja
concentracion de glucosa en el cocultivo vs islotes control, no
se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) entre los

grupos. Elaboracion propia.

Asimismo, se realizé la prueba de U Mann-Whitney para comparar los dos grupos tomando en

consideracion los valores de los indices de estimulacion, no encontrandose diferencias

significativas entre ellos (P > 0.05).
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Indice de estimulacion
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Figura 5-8: Grafica de la prueba estadistica U Mann-Whitney
comparando indice de estimulacion del cocultivo vs control. No se
encontraron diferencias significativas (p > 0.05) entre los grupos.

Elaboracién propia.

5.3 Registro de actividad eléctrica.

Mediante el uso de la infraestructura de electrofisiologia existente en el laboratorio de biofisica y
con el propdsito de verificar si existia un cambio en la actividad eléctrica durante la secrecién de
insulina al ser estimulados los islotes pancreaticos mediante la glucosa se empezaron a realizar
experimentos de registro de actividad eléctrica extracelular de islotes pancreaticos (Ver figura 5-

9).
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Figura 5-9: Registro de la actividad eléctrica
extracelular de los islotes pancredticos de

rata. Elaboracién propia.

Dichos experimentos consistieron primeramente en registrar la actividad eléctrica extracelular
basal de los islotes con una muy baja glucosa (2.75mM) para compararla con la sefial eléctrica que
generan cuando son estimulados con una alta glucosa (26 mM), para detectar las diferencias y

evidenciar la secrecion de insulina.

Se realizé un analisis basico en el cual se promediaron 4 ventanas de tiempo de 10 segundos para
descartar que pudiera ser ruido y para obtener el contenido en frecuencia de las sefales
registradas, observdndose una diferencia tanto en amplitud como en frecuencia entre el nivel

basal y la sefial obtenida con estimulacién de alta glucosa ( Ver figura No. 10).

Esta sefal eléctrica se pretendia comparar con la generada por los islotes en cocultivo con
hepatocitos, para ver si las sefiales eran mayores en amplitud o se presentaban mas

frecuentemente las rafagas por las interacciones entre los dos tipos de células, pero por
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problemas técnicos (dafio en el amplificador) ya no se pudo continuar con los trabajos de registro

de la actividad eléctrica extracelular.
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Figura 5-10: Contenido en frecuencia de las sefiales obtenidas durante el registro de actividad

5.4 Efectos de alta concentracion de glucosa.

Con la intencidn de verificar experimentalmente los efectos de someter a los islotes a una alta

concentracidon de glucosa, se cultivaron con una concentracién de 25 mM, que estd muy por
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arriba de los 11.11 mM que contiene el medio de cultivo, observandose que presentaron dafios a
partir de los 7 dias de cultivo mismos que se manifestaron inicialmente con células muertas en el
centro de los islotes y posteriormente con su desintegracion a los 15 dias aproximadamente

debido a la falta de cohesién por dichas células muertas (Ver figura 5-11).

Figura 5-11: Efectos sobre los islotes de una concentracion muy alta de
glucosa en el medio de cultivo (a) Apoptosis en el centro de los islotes, (b)

Disgregacion de las células del islote. Elaboracién propia.
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6. Discusion.

El higado es el sitio preferido para los trasplantes de islotes por su enorme espacio vascular que
proporciona apoyo nutricional y fisico para los islotes[60], sin embargo estos no se mantienen
viables y funcionales mds que por dos o tres afos [37,38] por lo que se han realizado diversos
trabajos de investigacion intentando explicar este fendmeno, sin embargo hasta la fecha de la
realizacion del presente trabajo no se habia analizado la posibilidad de que las interacciones que

se establecen con los propios hepatocitos les pudiera generar alguin dafio.

Este proyecto de investigacion aporta evidencias de que es posible generar un modelo biolégico
de cocultivo hepatocitos-islotes pancredticos que permita comprender cuales son los efectos de
los hepatocitos sobre la viabilidad y funcionalidad de los islotes pancredticos trasplantados en el

higado.

En el trabajo inicial se considerd el uso de lineas celulares para realizar este modelo bioldgico
(RIN-m, RIN-m5F), por la facilidad y practicidad en el manejo que tienen este tipo de células, sin
embargo durante los primeros experimentos se observé que su comportamiento no era
homogéneo debido quizas a su origen tumoral. Esta situacién junto con los avances que se iban
teniendo en la estandarizacion de las técnicas para la obtencidon de células de cultivo primario
origind que se decidiera realizar el cocultivo con islotes pancreaticos y hepatocitos obtenidos
directamente del pancreas y del higado de la rata respectivamente, lo que permitié que se tuviera

un modelo mas aproximado a la realidad.

Esta decisidn generd cambios en el procedimiento para llevar a cabo el cocultivo, sobre todo en la
forma en que se incorporaban las células, ya que con lineas celulares se colocaban inicialmente las
células pancreaticas (RIN-m5F) las cuales una vez adheridas favorecian que los hepatocitos se

fijaran a ellas, pero con el empleo de los islotes pancreaticos y debido a que solo se usaron 30 por
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muestra, estos eran cubiertos por los hepatocitos e impedian su ubicaciéon y visualizacién, por lo
gue se tuvo que intercambiar el orden, siendo necesario el uso de poly-L-lisina para recubrir las

cajas de Petri para favorecer la adhesiéon de estos ultimos.

Aprovechando que se contaba con los islotes pancreaticos de cultivo primario, se comprobd
experimentalmente las consecuencias de que estén expuestos a altas concentraciones de glucosa,
presentando apoptosis a partir de los 7 dias de cultivo y desintegrandose aproximadamente a los

15 dias, lo cual coincide con lo reportado por otros trabajos de investigacion [61,62,63]

Los Hepatocitos se ven beneficiados con la presencia de los islotes y la generacién de la insulina,
situacion que se aprecié con la microscopia en campo claro en los cocultivos cuando al paso del
tiempo y en la mayoria de los casos después de los 5 dias, los hepatocitos mads alejados de los
islotes se empezaban a desprender; situacién que coincide con lo descrito en la literatura

[47,48,64].

Con la intencidn de realizar un estudio mas completo se pretendia analizar los efectos que tienen
los islotes sobre los hepatocitos, lograndose cubrir Unicamente la viabilidad, ya que cuando se iba
a efectuar la medicion de la funcionalidad mediante la cuantificacidn de la albumina generada, se
tuvo conocimiento que el SFB incorporado al medio de cultivo contiene grandes cantidades de
esta proteina. Situacidén que se decide exponer en esta discusidon para que sea tomada en cuenta

en trabajos posteriores.

Durante el desarrollo del presente trabajo también se logré conocer el procedimiento para el
registro de la actividad eléctrica celular, lo cual permitié vislumbrar el enorme potencial que tiene
este método para el estudio de los islotes pancredticos y las células que los componen, registro
gue en la mayoria de los trabajos se realiza sobre las células beta aisladas por ser las productoras
de la insulina, sin embargo por los experimentos realizados mediante la técnica del registro de

actividad eléctrica extracelular confirmamos que el registro de islote completo es posible y valioso
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ya que permitiria ahondar en fendmenos reportados como el acoplamiento existente entre las

células[65—67], la existencia de un marcapasos funcional entre otros.[68]

Mediante el uso de la técnica de ELISA para medir insulina, el empleo del microscopio confocal y
un kit de viabilidad con Calceina-AM y Homodimero de Etidio-1, asi como el analisis mediante
microscopia en campo claro, se pudo concluir que los hepatocitos por si solos no presentan
efectos deletereos sobre los islotes pancreaticos, debido a que no se observaron en estos cambios

significativos en su viabilidad y funcionalidad.

Los dafios en los islotes se pueden deber entonces a factores ya reportados en la literatura como
a la baja tensién de oxigeno que experimentan cuando han sido recién trasplantados, a los altos
niveles de glucosa a los que son sometidos, exposicion de metabolitos y fadrmacos, anoikis, entre

otros[69,70,71,72].

Asimismo existen trabajos de investigacion que han encontrado que algunos de los farmacos
inmunosupresores (principalmente los corticoesteroides) que los pacientes tienen que estar
usando para evitar el rechazo de los islotes trasplantados se concentran en el higado y resultan

toxicos para estos, por lo que al paso del tiempo terminan por dafarlos [73].
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7. Conclusiones.

Con base a los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion se puede concluir lo

siguiente:

Mediante el uso de medios enzimaticos se logré en el Laboratorio de Biofisica, la obtencién de
hepatocitos e islotes pancredticos de cultivo primario de rata en cantidades y con una viabilidad

acorde a lo reportado por otros laboratorios.

Es posible generar un modelo bioldgico murino in vitro de cocultivo hepatocitos-islotes
pancreaticos que permita verificar si la viabilidad y funcionalidad de estos ultimos se ve afectada

por las interacciones que ocurren entre ellos, durante los trasplantes de islotes en el higado.

Las observaciones realizadas con microscopia en campo claro de los cocultivos hacen que se
concluya que los hepatocitos se benefician con las hormonas generadas por los islotes

pancreaticos principalmente la insulina la cual tiene efectos mitégenos sobre ellos.

Las mediciones de la insulina generada en las muestras de los islotes pancreaticos en cocultivo e
islotes control realizadas a través de ELISA y las observaciones realizadas con el kit de Calceina-
AM/Homodimero de Etidio-1, aportan indicios de que los hepatocitos por si solos no afectan

negativamente la viabilidad y funcionalidad de los islotes.
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8. Perspectivas.

Por la relevancia que representa el trasplante de islotes pancredticos como posible terapia para
tratar la diabetes mellitus tipo 1, es conveniente seguir investigando con mayor profundidad y

extensidn al respecto, por ello las perspectivas que se ven a futuro son las siguientes:

Se considera importante seguir realizando mds experimentos para aumentar el tamafo de la
muestra y obtener una potencia estadistica mayor, ya que por las limitaciones en el tiempo y
principalmente de reactivos, el tamafio de la muestra n de los experimentos para determinar la

viabilidad y funcionalidad fue de 3.

En estos nuevos experimentos y para tener el panorama mas completo de lo que ocurre durante
los trasplantes de islotes pancredticos, se considera conveniente que se realice la prueba de
funcionalidad en los hepatocitos (ELISA albumina), evitando usar medio de cultivo durante la hora
gue dura el experimento para recolectar el sobrenadante o usar medio pero sin suplementar con

SFB.

Debido a que se logré efectuar el registro de la actividad eléctrica extracelular en los islotes, se
considera importante la materializacion de un trabajo de investigacion donde se lleve a cabo un
registro eléctrico y un procesamiento de las sefiales mas completo, que permita investigar si
existen diferencias en el tipo de sefal generado por los islotes vs células beta aisladas, si las
sefiales eléctricas generadas por las células alfa tienen influencia sobre las células beta y viceversa
o si este tipo de células pueden ser empleadas como biosensores para desarrollar dispositivos que

permitan medir la glucosa aprovechando este fendmeno de produccidn de corrientes eléctricas.

Realizar estudio in vivo en modelo murino con la finalidad de considerar los efectos globales,
como por ejemplo la accion del sistema inmune, asi como variables que no es posible replicar en

un modelo in vitro.
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10. Apéndices.

10.1 Apéndice “A”: Procedimiento para el cultivo de células Rin-m vy

Rin-m5F.

Antes de extraer los viales conteniendo las células congeladas del depdsito de nitréogeno
liquido o del ultracongelador, se requiere poner a calentar el medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con SFB y con A/A en un bafio maria a 37 °C, para lavar las células
inmediatamente una vez que las células sean descongeladas y evitar empiecen a sufrir
dafios por el DMSO agregado durante su congelacion, el cual es citotdxico a temperatura

ambiente.

En la campana de flujo laminar agregar el medio de cultivo a 37 °C en un tubo cénico en

una proporcion de 4:1 de la cantidad de células contenidas en el microvial.

Extraer los viales del recipiente de nitrogeno liquido y descongelarlos en el bafio maria a

37°C.

Una vez que se hayan descongelado completamente y que ya no presenten rastros de

hielo, se rocian con alcohol y se introducen en la campana de flujo laminar.

Con una pipeta se extraen las células y se vacian en el tubo cénico previamente preparado

con el medio de cultivo para lavar el DMSO.

Posteriormente se centrifugan a una velocidad de 1200 RPM durante 5 minutos para que

se forme el pellet celular en el fondo del tubo.

Terminado el tiempo se extraen de la centrifuga y se rocian con alcohol y se llevan a la

campana donde se retira el medio de cultivo empleado para su lavado, extrayéndolo con
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mucho cuidado para evitar desintegrar el pellet celular y retirar accidentalmente las

células.

8. Una vez retirado completamente el medio empleado para el lavado, colocar 1 ml de
medio de cultivo fresco previamente calentado a 37 °C y se homogeniza con la pipeta

para deshacer el pellet celular.

9. Se colocan sobre cajas de Petri de 100 mm previamente marcadas con el tipo celular
cultivado, el numero de pase y la fecha en que se realizé el cultivo con 5 0 6 ml de medio

evitando hacer burbujas con la pipeta.

10. Se balancea suavemente la caja de un lado a otro en ambas direcciones evitando hacer

giros para que se dispersen por toda la superficie de la caja.

11. Se observan en el microscopio para ver la concentracion, las caracteristicas y morfologia

de las células.

12. Se colocan en la incubadora de CO; con una concentracion de 5% de CO, y a una

temperatura de 37°C.

Cambio de medio de cultivo.

1. El cambio de medio de cultivo se realiza a las primeras 24 horas inmediatamente después

de descongelar las células y posteriormente cada tercer dia.

2. Calentar el medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con SFBy A/A a 37 °C.

3. Sacar las células de la incubadora de CO, observarlas en el microscopio para ver sus
condiciones y detectar que tantas células se adhirieron y que porcentaje no son viables y

se encuentran flotando.
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4. En la campana de flujo laminar, con una mano abrir la tapa de la caja de Petriy con la otra
tomar la pipeta para extraer el medio de cultivo haciéndolo con cuidado para evitar tocar

las paredes o el fondo de la caja.

5. Si existen muchas células muertas es conveniente realizar un lavado con PBS, por lo que
debemos retirar la totalidad del medio, caso contrario retirar solo una parte, procurando
dejar unos 2 ml para evitar detener la proliferacién de las células, ya que este medio

contiene sustancias que favorecen el crecimiento.

6. Con una nueva punta de pipeta incorporar el medio de cultivo fresco en la misma

cantidad que la que retiramos mas 1 ml para compensar la evaporacion.

7. Antes de guardar la caja de Petri con las células en la incubadora de CO;, observarla en el

microscopio para ver el estado de nuestras células.

Subcultivo de las células.

1. Cuando las células RIN-m o RIN-m5F lleguen a confluencia (o preferentemente cuando el
porcentaje de ocupacion de la caja de Petri sea entre el 80 y 90%) es necesario realizar el
subcultivo de las mismas para evitar que compitan por los nutrientes o que se inhiba la

division celular por contacto.
2. Las células RIN-m y RIN-m5F se adhieren al fondo de la caja en forma de monocapa, por lo
gue es necesario el empleo de enzimas (tripsina) para despegarlas y poder realizar el

subcultivo o pase.

3. Con una pipeta retirar el medio de cultivo totalmente, teniendo cuidado de no danar las

células con la punta.
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10.

11.

12.

13.

Realizar un lavado con PBS ya que con esto se elimina el suero del medio el cual se

comporta como un inhibidor de la tripsina.

Retirar el PBS e incorporar de 1.5 a 2 ml de tripsina-EDTA al 0.25% (No. Cat. T4049 Sigma-
Aldrich) para que se cubra la totalidad de la superficie de la caja, mover gentilmente para
favorecer su accién.

Introducir la caja de Petri en la incubadora de CO; de 2 a 5 minutos, ya que a la
temperatura de 37 °C se potencializa su efecto, observando las células a cada minuto en
el microscopio para determinar el tiempo exacto que requieren para que se despeguen y

evitar se empiecen a dafiar por una sobreexposicion a la tripsina.

Retirar con una pipeta las células despegadas y colocarlas en un tubo cdnico con medio

fresco en una proporcion de 4:1 es decir con 8 ml de medio.

Centrifugar por 5 minutos a 1200 RPM para que se forme el pellet o botdn celular.

Rociar con alcohol etilico al 70% el tubo cénico para introducirlo a la campana de flujo

laminar en donde con una pipeta se retira el sobrenadante.

Incorporar 1 ml de medio RPMI-1640 fresco suplementado y homogenizar las células.

Con la pipeta tomar la cantidad de medio necesario en funcién de las cajas de petri a

cultivar o la cantidad de células que queremos colocar en cada caja (usar previamente un

hemocitometro o contador celular para determinar la concentracion).

Colocar las células en cajas de Petri con 5 a 6 ml de medio RPMI-1640 fresco

suplementado previamente marcadas con tipo celular, nUmero de pase y fecha.

Observar en el microscopio e introducir en la incubadora de CO,.
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10.2 Apéndice “B”: Procedimiento para la obtencién de hepatocitos

de rata de cultivo primario.

Anestesiar a la rata con Isoflurano con 1 ml para induccién y 1 ml para mantenimiento, si
se cuenta con maquina de anestesia seguir las indicaciones de concentracién del

fabricante.

Rasurar la zona abdominal de la rata y rociar dicha zona con alcohol etilico al 70% para su

desinfeccion.

Realizar un corte con las tijeras de punta roma (piel y musculo) por ambos lados a partir
de un centimetro arriba de los genitales y hasta llegar a las costillas siguiendo el contorno

exterior del abdomen.

Con una pinza Kelly levantar la piel y musculo cortados y colocarla hacia la parte de la

cabeza, para despejar y exponer las visceras.

Con una sonda acanalada hacer las visceras hacia el lado derecho para exponer la vena
porta, posteriormente con una pinza de diseccidén con punta muy fina realizar la diseccién
de la vena para introducir por debajo dos pedazos de hilo para sutura que serviran para

fijar el catéter calibre 18 G con el cual se perfundiran los bufferes hacia el higado.

Introducir el catéter 18G en la vena porta con mucho cuidado para evitar romperla y

después sujetarlo con los hilos de sutura haciendo doble nudo para que no se mueva.

Conectar la bomba peristaltica al catéter y perfundir con el primer buffer (100 ml HBSS sin
calcio, sin magnesio y con EDTA) a una velocidad de 10 ml/min lo que provocara que el
higado se empiece a blanquear (se torna de un color amarillento), en cuanto esto ocurra
cortar la vena cava inferior para permitir que el buffer salga y aumentar la velocidad de

perfusién a 25 ml/min.
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11.

12.

13.

14.

15.

Una vez consumidos los 100 ml del primer buffer, cambiar al segundo buffer (150 ml HBSS
con calcio y con 500 U de la colagenasa tipo Il Mca. Gibco No. Cat. 17101-015)

manteniendo la velocidad de 25 ml/min.

Ambos buffers deberdn de estar a bafio maria a una temperatura de 42 °C, lo que
permitira que cuando hagan el recorrido por la bomba peristaltica y lleguen al catéter

tengan una temperatura aproximada de 37 °C.

Periédicamente interrumpir el flujo a través de la vena cava presionandola por unos

segundos con la sonda acanalada para que la colagenasa tenga un mejor efecto.

Una vez concluido el proceso de perfusién, extraer el higado el cual debe tener una
consistencia muy gelatinosa y de color amarillento uniforme, para posteriormente

sacrificar a la rata por dislocacién cervical.

Colocar el higado extraido en una caja de Petri estéril con 5 ml de medio de cultivo RPMI-
1640 suplementado con 10% SFB y 1% A/A y con un raspador celular machacarlo
gentilmente para dispersar las células y separarlas de la capsula de Glisson (membrana

transparente que protege al higado).

Sobre un tubo cénico de 50 ml filtrar las células con un filtro celular de nylon de 100 um

para retirar el tejido conectivo y tejido sin digerir.

Colocar el contenido filtrado con 10 ml de medio RPMI-1640 suplementado en un tubo
conico de 15 ml y centrifugar durante 3 min a 750 RPM para lavar las células y retirar la

colagenasa. Aspirar el sobrenadante con una pipeta y repetir el mismo procedimiento.

Una vez retirado el sobrenadante del segundo lavado, colocar 5 ml de medio de cultivo
fresco y homogenizar los hepatocitos; incorporar 5 ml de gradiente de densidad Percoll al
90% sobre PBS y centrifugar a 1200 RPM durante 10 minutos (si se cuenta con una

centrifuga refrigerada realizar el procedimiento a 4 °C).
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17.

18.

Retirar el sobrenadante y las células muertas que se encontraran por arriba del gradiente
de densidad. Incorporar 10 ml de medio fresco y realizar un lavado para retirar el Percoll

centrifugando a 750 RPM durante 3 minutos.

Una vez retirado el sobrenadante del lavado, incorporar 1 ml de medio fresco,
homogenizar y tomar una muestra para contar los hepatocitos en el hemocitometro o

contador celular para conocer la concentracidn.

Colocar la cantidad deseada de hepatocitos en la caja de Petri de 100 mm con 6 ml de

RPMI1640 e incubar a 37 °C con 5% de CO..

10.3 Apéndice “C”: Procedimiento para el aislamiento y purificacion

de islotes pancreaticos de rata de cultivo primario.

Anestesiar al animal con pentobarbital sdédico con una dosis de 50 mg/kg via

intraperitoneal.

Rasurar y rociar el abdomen con alcohol 70% para reducir la posibilidad de contaminacién

con el pelo del animal.

Con unas tijeras de punta roma, realizar un corte sobre la piel y musculo en forma de C a
partir de 1 cm por arriba de los genitales y extendiéndose a las partes laterales hacia las

costillas para exponer todos los érganos de la cavidad peritoneal.

Con una pinza Kelly levantar la piel y musculo cortados y colocarla hacia la parte de la

cabeza, para despejar y exponer las visceras.

Con una sonda acanalada hacer las visceras hacia el lado derecho para exponer el

pancreas. Ubicar la unidn con el duodeno (dmpula de vater) y colocar una pinza Kelly en

68



10.

11.

ese punto como referencia y para ayudar a realizar la diseccidon de aproximadamente 5

mm del conducto pancreatico en su porciéon mas distal.

Canular el conducto pancredtico, con un catéter 26G, teniendo mucho cuidado para no
romperlo ya que es extremadamente delgado, pudiendo emplear una ldmpara para

facilitar esta accion.

Fijar el catéter al conducto pancreatico usando un pedazo de hilo de sutura procurando
usar la presion correcta para impedir que se salga el catéter pero sin ser demasiada como
para aplastarlo, asimismo colocar otro hilo de sutura en la parte mds proximal del

conducto para evitar que el buffer se fugue hacia el higado.

Llenar una jeringa con 10 ml de HBSS lo mas frio posible pero sin llegar a la congelacion y
perfundir el pancreas con dicha solucién a través del catéter ya instalado en el conducto
pancreatico, lo que facilitard la identificacién y extraccion de este érgano, asi como para

mejorar la viabilidad celular. Una vez perfundido retirar la jeringa.

Usando tijeras de punta muy fina separar suavemente el pancreas de los intestinos, para
continuar hacia la curvatura mayor del estémago y finalmente separarlo del bazo,
haciendo los cortes con precaucidn para evitar la ruptura intestinal y reducir el riesgo de

contaminacion. Una vez extraido sacrificar a la rata mediante dislocacion cervical.

Colocar el pancreas en un caja de Petri con 10 ml de HBSS frio para realizar el lavado del

organo y retiro de coagulos sanguineos. Repetir si es necesario este paso una vez mas.

Verter el pancreas en un vaso de precipitado de 250 ml para cortarlo en trozos muy
pequefios con unas tijeras finas. Agregar 5 ml de HBSS frio mezclados con 3 mg de
colagenasa (Colagenasa Tipo V Mca. Sigma No. Cat. ¢9263-500), cortar el pancreas por
otros 30 segundos para favorecer el contacto con la colagenasa y vaciar todo en un tubo

conico de 15 ml.
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16.

17.

18.

19.

20.

Incorporar otros 5 ml de HBSS frio al vaso de precipitado para realizar un lavado y tratar
de recuperar todo el tejido. Vaciar al tubo cdénico del paso anterior para lograr la

concentracién deseada (0.3 mg/ml de colagenasa).

Colocar el tubo en un bafio maria con agitacién a 37°C durante 6 minutos a 110 RPM. El
tubo debe quedar completamente sumergido, para que se active la colagenasa y haga su

funcion.

Posteriormente agitar vigorosamente de manera manual el tubo que contiene el pancreas

digerido, durante 30 segundos para completar la separacion del tejido.

Distribuir el contenido del tubo, en dos tubos cénicos de 15 ml y agregar HBSS
enriquecida con SFB al 5% y A/A al 1% para detener el efecto de la colagenasa, hasta

completar los 10 ml.

Centrifugar ambos tubos durante 10 min a 750 RPM a 4°C.

Retirar el sobrenadante con una pipeta serolégica haciéndolo de forma circular sobre la
superficie, hasta dejar 2.5 ml aproximadamente. Agregar HBSS enriquecido frio hasta
llegar a 5 ml, agitar manualmente para romper el botdn y posteriormente agregar 5 ml

mas de dicha solucién. Esto en ambos tubos.

Repetir los dos pasos anteriores hasta completar 3 lavados con HBSS enriquecido frio,
para retirar la colagenasa y evitar se empiecen a digerir los islotes asi como para quitar la

mayoria del tejido acinar.

Resuspender manualmente el pellet obtenido en ambos tubos del aislamiento previo, con
5 ml de HBSS frio y posteriormente agregar mas hasta completar 10 ml; colocar los tubos

en una hielera con hielo triturado.

Colocar uno de los tubos que contiene los islotes pancreaticos en una caja de Petri de 100

mm con fondo negro para facilitar la visibilidad y recoleccién de estos.
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22.

23.

24,

Visualizar la muestra directamente bajo un microscopio estereoscopico, y realizar la
recoleccidn manual de cada uno de los islotes con una micropipeta y colocar los islotes en

un tubo cdénico de 15 ml con 5 ml de HBSS colocado dentro de la hielera con hielo picado.

Al terminar de recolectar los islotes, desechar el resto del contenido de la caja de Petriy
enjuagar perfectamente los restos con agua destilada estéril. Repetir este proceso de dos
a tres veces en los dos tubos hasta que ya no se vean detritus y queden solamente los

islotes.

Colocar la cantidad de islotes pancreaticos deseados en cajas de Petri de 35 o 100 mm,
con medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% SFB y 1% de A/A e introducirlos
en la incubadora de CO; a 372C con 5% de CO..

Dejar cultivados los islotes por lo menos durante 24 horas para su recuperacién antes de

realizar cualquier experimento.

10.4 Apéndice “D”: Prueba de Vviabilidad con Calceina

AM/Homodimero de Etidio-1.

Extraer con una micropipeta todo el medio de cultivo y desechar, tomandolo de una zona

de la caja de Petri donde se verificd que no hubiera islotes, para evitar desprenderlos.

Realizar un lavado con PBS, es decir, agregar 1 ml de PBS y homogeneizar con
movimientos circulares suaves, posteriormente retirar todo el PBS. Esto ayudara a retirar

los restos de RPMI que hayan quedado.

Agregar 1 ml de PBS, con 0.5 pL calceina-AM y 2 pL de la solucién de Homodimero de
Etidio-1 y homogeneizar.
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Incubar a temperatura ambiente en la campana de flujo laminar apagada durante 30

minutos.

Visualizar bajo el microscopio de epifluorescencia o microscopio confocal.

Realizar el conteo de islotes con células tenidas de verde (vivas) y células tefiidas de rojo

(muertas).

10.5 Apéndice “E”: Prueba de funcionalidad con ELISA para insulina.

Sacar las cajas de Petri de la incubadora.

Ubicar bajo el microscopio estereoscdpico una zona en la periferia de cada caja donde no
se encuentren islotes, verificando el estado general de los mismos y que se encuentren

adheridos.
Recolectar 75 ul de sobrenadante y criopreservar en el ultracongelador a -802C en tubos
eppendorf. En este punto se debe tener cuidado de no extraer accidentalmente uno o

varios islotes, ya que podria alterar la medicidn de ELISA.

Una vez obtenidas todas las muestras, realizar la prueba de ELISA tipo sandwich segun las

indicaciones del fabricante.
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10.6 Apéndice “F”: Medios de cultivo empleados para el cultivo de

células Rin-m y Hepatocitos.

Fuente H-4-1I-E Células beta
(Hepatocitos de rata) (RIN-m/RIN-m5F)
Empresa EMEM con 10% de suero RPMI-1640 con 10% de
fetal bovino suero fetal bovino
ATCC
Empresa Williams Medium E ----
Thermofisher Hepatocyte Thaw Medium
(HTM)
CHRM® Medium

(Cryopreserved Hepatocyte

Recovery Medium)

Articulos RPMI-1640 [47] Ham’s F10 [74]
Williams medium [48] DMEM [75,46]
RPMI-1640

[76,46,77,78,79]

Foros DMEM

RPMI-1640

William’s medium
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10.7 Apéndice “G”: Comparacion en la composicion de los medios

de cultivo RPMI-1640 Vs William’s.

RPMI-1640 William's
Inorganic salts (g/liter) Inorganic salts (g/liter)
KCl 400 Potassium Chloride (KCI) 400
NaHCO3 1500 Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 2200
MgS04 (anhydrous) 48.84 Magnesium Sulfate (MgS04) 97.67
NacCl 6000 Sodium Chloride (NaCl) 6800
Na2HPO4 (anhydrous) 800 (Na2HPO4) anhydrous 140
Ca(N03)2-4H20 100
Cupric sulfate (CuSO4-5H20) 1.00E-04
Manganese chloride 1.00E-04
Zinc sulfate (ZnSO4-7H20) 2.00E-04
Calcium Chloride (CaCl2) 200
Ferric nitrate (Fe(NO3)-9H20) 1.00E-04
Amino Acids (g/liter) Amino Acids (g/liter)
L-Methionine 15 L-Methionine 15
L-Asparagine:H20 56.82 L-Asparagine-H20 20
L-Aspartic Acid 20 L-Aspartic acid 30
L-Cystine-2HCI 65.2 L-Cystine 2HCI 26.07
L-Glutamic Acid 20 L-Glutamic Acid 50
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Glycine 10 Glycine 50
L-Leucine 50 L-Leucine 75
L-Lysine-HCI 40 L-Lysine hydrochloride 87.46
L-Phenylalanine 15 L-Phenylalanine 25
L-Proline 20 L-Proline 30
L-Serine 30 L-Serine 10
L-Threonine 20 L-Threonine 40
L-Tryptophan 5 L-Tryptophan 10

L-Tyrosine disodium salt

50.65

L-Tyrosine-2Na-2H20 28.83 dihydrate
L-Valine 20 L-Valine 50
L-Arginine (free base) 200 L-Arginine 50
L-Histidine (free base) 15 L-Histidine 15
Hydroxy-L-Proline 20
L-Glutamine 300
L-Isoleucine 50

L-Alanine 90

L-Cysteine 40
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Vitamins (g/liter)

Vitamins (g/liter)

Thiamine-HCI 1 Thiamine hydrochloride 1
Folic Acid 1 Folic Acid 1
Inositol 35 Inositol 2
Riboflavin 0.2 Riboflavin 0.1
Vitamin B-12 0.005 Vitamin B12 0.2
Choline Chloride 3 Choline chloride 1.5
D-Biotin 0.2 Biotin 0.5
p-Amino Benzoic Acid 1
Nicotinamide 1
D-Pantothenic Acid 0.25
Pyridoxine-HCI 1
Ascorbic Acid 2
Vitamin A (acetate) 0.1
Ergocalciferol 0.1
Other (g/liter) Other (g/liter)
Sodium Pyruvate 110 | Sodium Pyruvate 25
D-Glucose 4500 | D-Glucose 2000
Phenol Red, Sodium Salt 5 | Phenol Red 10
Glutathione (reduced) 1 | Glutathione (reduced) 0.05
HEPES 2383
Methyl linoleate 0.03
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