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Hipotésis y Objetivos

El GLP-1 es una potente hormona glucoreguladora producida por las células L
enteroendocrinas en respuesta a la ingesta oral. El GLP-1 tiene efectos sobre el pancreas endocrino,
el tracto gastrointestinal y el cerebro que lo hacen un potencial agente antidiabético ideal. En el
pancreas, GLP-1 actla a través de un receptor acoplado a proteina G estimulando la secrecion de
insulina de forma dependiente de glucosa. La principal limitacidn para su utilizacidén en el tratamiento
de la diabetes es su corta vida media, ya que es rdapidamente inactivado en sangre por la enzima
DPP-4 y eliminado por el aclaramiento renal. Por ello, se han desarrollado una serie de analogos de
GLP-1 resistentes a la degradacidn.

Diversos estudios sugieren que los analogos de GLP-1 tienen la capacidad de aumentar la
masa insular estimulando la proliferacion y la neogénesis de las células beta e inhibiendo su
apoptosis. Sin embargo, mientras que el efecto sobre la funcién de las células beta estd bien
establecido, hay una cierta controversia sobre los efectos de la administracién de agonistas del
receptor del GLP-1 sobre la regeneracidn y supervivencia de las células beta pancreaticas. Parte de la
discrepancia en los estudios realizados puede ser debida a diferencias entre los modelos estudiados,
analisis incompletos de los factores que regulan la masa beta, y diferencias metodoldgicas entre
laboratorios. En esta dptica nos propusimos estudiar los efectos de la administracién de un nuevo
analogo del GLP-1, el NN0OO27, sobre la neogénesis, replicacidn y apoptosis de las células beta, y en
definitiva sobre la masa beta, en dos modelos animales diferentes, de regeneracién celular y de
trasplante celular respectivamente, aplicando una metodologia y una estrategia de tratamiento

similar en ambos.

La hipdtesis del trabajo fue que el andlogo del GLP-1 NN0027 es capaz de aumentar la masa
beta insular in vivo estimulando la proliferacién y la neogénesis de las células beta e inhibiendo Ia

apoptosis.

El objetivo del estudio fue investigar el efecto del anadlogo del GLP-1 NN0027 sobre la masa

beta in vivo y su potencial aplicacion en la prevencion y en el tratamiento de la diabetes a través de

dos estrategias distintas, la regeneracién del pancreas enddgeno y el transplante celular.
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Por ello, los objetivos concretos del estudio fueron los siguientes:

1) Estudiar los efectos de la administraciéon del andlogo del GLP-1 NN0027 sobre la células
beta pancredticas (masa, neogénesis, replicacion y apoptosis) en un modelo de regeneracion

pancreadtica, la pancreatectomia parcial.

2) Estudiar los efectos de la administracion del andlogo del GLP-1 NN0OO27 sobre las células
beta pancredticas (masa, replicacién y apoptosis) en un modelo de terapia celular, el trasplante de

islotes.
3) Estudiar los efectos de la administracion del analogo del GLP-1 NNO0027 sobre la

supervivencia de las células beta transplantadas en los primeros dias después del transplante, en los

que se produce una pérdida masiva de islotes trasplantados.
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Materiales y Métodos

El estudio de los efectos de la administracién del andlogo del GLP-1 sobre las células
endocrinas de los islotes pancreaticos se llevd a cabo utilizando dos modelos experimentales en los
que se inducia la diabetes.

En el primer estudio se utilizé la pancreatectomia subtotal, un modelo de regeneracion de las células
beta bien conocido y en el segundo el transplante de islotes en el que era posible ir variando las
condiciones experimentales para estudiar la influencia del estado metabdlico y de la muerte inducida

en los primeros dias del transplante sobre el efecto del GLP-1 sobre los islotes transplantados.

1. Disefio Experimental

1.1 Estudio 1: : Efectos de la administracion de un andlogo del GLP-1 sobre

ratas pancreatectomizadas al 95%

La pancreatectomia del 95% constituye un modelo en el que hay un potente estimulo de
regeneracién pancreatica y un crecimiento de las células beta en el que se estudian los efectos del
GLP-1. Las células beta se encuentran en su localizacién original u ortotdpica y estdn sometidas a

estimulos provenientes de otros tipos celulares pancreaticos.

Con el objetivo de analizar los efectos de la administracidon de un analogo del GLP-1 sobre la
regeneracién endocrina y en particular sobre el crecimiento y muerte de las células beta pancreaticas
se practicaron pancreatectomias subtotales del 95% a ratas que fueron tratadas con el andlogo del
GLP-1 o con vehiculo durante 15 dias.

El grupo control estaba formado por ratas con operacion control o sham a las que se les practicé una
laparotomia media y se les manipulé suavemente el pancreas. Tanto los animales
pancreatectomizados como los animales sham fueron monitorizados durante quince dias hasta el
momento en el que se procedid a la extracciéon del remanente pancreatico o del pancreas para su

posterior analisis.
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1.2 Estudio 2: Efectos de la administracion de un andlogo del GLP-1

sobre el transplante de islotes

Los estudios con islotes transplantados se llevaron a cabo utilizando un modelo de
transplante de islotes singénicos a animales normoglucémicos o hiperglucémicos por una Unica
administracién de estreptozotocina. La utilizacidon de animales hiper y normoglucémicos nos permite
estudiar los efectos del GLP-1 sobre los islotes transplantados en diferentes situaciones de exposicion
a la glucosa.

Para estudiar los efectos de la administracién del andlogo del GLP-1 sobre células beta expuestas a

una situacion de inflamacion se realizé también un estudio en los dias inmediatos al transplante.

El modelo del transplante nos permite estudiar los efectos del GLP-1 in vivo sobre los islotes aislados,
a diferencia de la pancreatectomia en la que los efectos sobre otros tipos celulares pancreaticos no

se pueden disociar.

El tratamiento se empezd el dia del transplante y finalizé el dia de la extraccién del injerto. Después
de la extraccién el animal se monitorizdé durante tres-cinco dias para comprobar que revertia a la
hiperglucemia que presentaba antes del transplante. En ese periodo los animales ya no recibian

tratamiento.

1.2.1 Estudio 2: Efectos del andlogo del GLP-1 sobre el transplante de islotes

a medio plazo

Para comprobar si los potenciales efectos beneficiosos de la administracién del GLP-1 sobre
los islotes transplantados se traducian en una reduccién en el niumero de islotes necesarios para
restablecer la normoglucemia se transplantaron 800 islotes, que constituyen una masa subcritica
para conseguir el restablecimiento de la normoglucemia de animales diabéticos transplantados. La
masa subcritica se define como aquella masa ligeramente inferior a la masa necesaria para
restablecer la normoglucemia en animales control y con la que se espera que la mayoria de los
animales control del experimento se mantendran hiperglucémicos mientras que el tratamiento en el
grupo tratado permitira obtener mayor proporcién de animales curados.

Por otra parte, para comprobar si los efectos del GLP-1 sobre las células beta transplantadas
eran dependientes de glucosa se transplantaron 800 islotes a animales receptores normoglucémicos.
En efecto, se ha sugerido que la accién de los analogos del GLP-1 sobre las células beta requiere la

presencia de elevadas concentraciones de glucosa (Sturis, Gotfredsen et al. 2003). La comparacion de
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los efectos de la administraciéon del andlogo del GLP-1 sobre los islotes transplantados a receptores
diabéticos con los efectos de la administracidn sobre los islotes transplantados a receptores
normoglucémicos nos permitiria establecer la influencia del entorno metabdlico sobre las acciones

del andlogo del GLP-1 sobre las células beta.

Se estudiaron los efectos del andlogo del GLP-1 sobre los islotes transplantados en un
modelo de transplante en el que se monitorizé a las ratas transplantadas durante 14 dias. Los
animales hiperglucémicos o normoglucémicos transplantados eran tratados con el analogo del GLP-1
o bien con el vehiculo.

Para descartar posibles efectos del tratamiento sobre el pancreas endégeno de los animales
transplantados se establecié un grupo control de animales diabéticos no transplantados y tratados

con el analogo del GLP-1 o bien con vehiculo.

1.2.2 Estudio 3: : Efectos de la administracion de un andlogo del GLP-1 en los

dias inmediatos al transplante de islotes.

Para describir los efectos de la administracién del GLP-1 en los dias inmediatos al transplante
se transplantaron 500 islotes a ratas hiperglucémicas y se analizaron los injertos a los tres dias.
Es bien conocido que en los primeros dias tras el transplante se produce una pérdida muy
importante del tejido transplantado (Davalli, Scaglia et al. 1996; Biarnes, Montolio et al. 2002).
Nuestro grupo ha demostrado que en estos dias se induce la expresién de varias citoquinas pro-
inflamatorias (Montolio, Téllez et al. 2007) y ente ellas de IL-13 que se ha demostrado tiene un papel
clave en el fallo del injerto (Tellez, Montolio et al. 2007). Con este experimento quisimos determinar
los efectos de la administracién del andlogo NN0027 sobre células beta expuestas a un estimulo de

muerte importante probablemente debido a la inflamacidén no especifica entre otros factores.

Por otra parte, se usé un modelo de transplante de una masa beta claramente insuficiente
para restablecer la normoglucemia en los receptores diabéticos (500 islotes), con el fin de que tanto
el grupo tratado con vehiculo como el tratado con el andlogo del GLP-1 mantuviesen unos niveles de
hiperglucemia similares tras el transplante aun en el caso de que el andlogo del GLP-1 ejerciera una
accién beneficiosa sobre los islotes transplantados; dado que esta bien establecido que la glucemia
del receptor tiene un efecto sobre la replicacion, apoptosis y masa beta del injerto (Nacher et al.

1998, Biarnes et al. 2002).

Para ello, se transplantaron animales diabéticos por inyeccién de STZ con 500 islotes a los que se
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inyectd diariamente con el andlogo del GLP-1 o bien con vehiculo, y se les monitorizdé durante tres

dias. Al final de ese periodo se procedié a la extraccidn del injerto para su posterior andlisis.

Estudio 1: Pancreatectomias
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Figura 1: Vista esquematica de los grupos experimentales del estudio. Las ratas grises representan
ratas normales y las naranjas ratas diabéticas por STZ. El bastoncillo de algoddn representa la
pancreatectomia y la jeringa el transplante de islotes. En las flechas esta detallada la duracién y
naturaleza del tratamiento. Las muestras que se obtienen a largo del experimento y al final de este
también estdn representadas. n.p.: no procede (no se obtienen muestras finales de los animales

STZ+G y STZ+V).
2. Animales de experimentacion
Todos los procedimientos habian sido aprobados por el Comité Etico de Experimentacién

Animal (CEEA) de la Universidad de Barcelona.
Para las pancreatectomias se utilizaron ratas Hsd:Sprague Dawleyw (Harlan Ibérica) de cinco

semanas de edad. Para el transplante se utilizaron ratas LEW/Han "Hsd (Harlan Ibérica) isogénicas, de
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entre 6 i 8 semanas de edad tanto de donantes como de receptores. Esta es una linea animal
endogamica, lo que nos permite estudiar el transplante sin induccién de rechazo.

En ambos casos los animales fueron estabulados en las instalaciones de la Universidad de Barcelona
del Campus de Bellvitge con control informatico de la climatizacion, ciclos de luz/oscuridad,

temperatura y humedad. Los animales tenian libre acceso a agua y pienso en todo momento.

2.1 Induccion de la diabetes por STZ y criterios de curacion

La estreptozotocina (STZ) o N-(Methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glucosamine es una sustancia
que produce un efecto citotoxico sobre las células beta de forma bastante especifica, por lo que se
utiliza para inducir diabetes en modelos experimentales. Su estructura quimica incluye una molécula
de glucosa y un centro activo de nitrosurea, que le confiere toxicidad. Se ha demostrado que penetra
en las células beta a través del transportador de glucosa GLUT-2 (Schnedl, Ferber et al. 1994). Una
vez dentro de la célula la STZ ocasiona la muerte de las células por un mecanismo similar al de las
especies reactivas de oxigeno y el éxido nitrico. La STZ induce cortes en el DNA lo que provoca que
se active el enzima de reparacion del DNA Poly (ADP ribosa) polimerasa (PARP)(Yamamoto, Uchigata
et al. 1981). La PARP es un enzima muy abundante en la células que utiliza NAD" como sustrato. La
activacion prolongada del enzima causa un rédpido agotamiento del NAD" celular. En consecuencia las
reservas de ATP celular también se agotan al intentar suplir el NAD", lo que acaba resultando en la

muerte de la célula (Charron and Bonner-Weir 1999).

Los animales receptores del transplante recibieron una inyeccidn intraperitoneal de estreptozotocina
(STZ) (Sigma) de 65mg/kg disuelta en tampdn citrato. Antes del transplante la induccidn de diabetes
se confirmo por la presencia de hiperglucemia (glucosa plasmatica superior a 360 mg/dl) en dos
medidas consecutivas. El transplante de islotes se llevd a cabo alrededor de 14 dias después de la

inyeccién de STZ.

Se suele considerar que los animales transplantados se curan cuando consiguen restablecer
glucemias en condiciones post-prandriales menores o iguales a 180 mg/dL durante al menos dos
medidas consecutivas. Es el criterio para determinar la curacién que se siguid.

En contraposicion a estos estarian los animales no curados o hiperglucémicos con valores superiores
a 180 mg/dL. Sin embargo, dentro de los animales no curados se puede definir un grupo de animales
con una hiperglucemia intermedia (glucemia > 180 mg/dL y < 360mg/dl ) en los que el injerto
presenta una funcidn parcial capaz de reducir la hiperglucemia pero no de normalizarla (Sharma,

Sorenby et al. 2006). La suma de los animales curados (glucosa < 180 mg/dL) y animales con funcion
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parcial del injerto (180 mg/dL < glucemia < 360 mg/dl) indica el nimero total de animales con injerto
funcionante. En los animales que presentan glucemias medias por encima de 360 mg/dL

consideramos que ha habido fracaso primario del injerto.

2.2. Determinacion de glucemia, peso e insulina plasmdtica

El peso y la glucemia de los animales se determinaron entre las 9 y las 11h de la mafiana en
condiciones de no ayuno. La sangre se obtuvo por un pequeiio pinchazo en la cola del animal y se

midid la glucemia con un glucometro portatil (Glucocard Memory A, Menarini).

En el caso de las ratas parcialmente pancreatectomizadas se determinaron glucemia y peso los dias
0,3,7,10,14 y 15 después de la cirugia.

En los animales transplantados la glucemia se midié el dia de la inyeccién de la STZ y posteriormente
los dias 3, 7, 14 para comprobar la aparicidon de diabetes. Tras el dia del transplante, la glucosa
plasmatica se determind los dias 3, 7, 10 y 14 y finalmente 3-5 dias después de la extraccion del
injerto.

La insulina plasmatica se determiné el dia del transplante y los dias, 7 y 14 después del transplante
en los animales hiperglucémicos transplantados. En el mismo momento en que se media la glucemia
de las ratas se recogié un volumen de aproximadamente 300ul de sangre capilar de la cola en un
tubo-capilar (Microvette CB 300, Sarstedt) que contenia una solucién anticoagulante (Potasio-EDTA
K2E). Los tubos de sangre se centrifugaron 10 minutos a 42C a 5000rpm para separar el plasma, que
se recogid en tubos nuevos.

La concentracién de insulina en plasma se determind con un ensayo comercial ELISA Ultrasensible de
insulina de rata (ELISA Insulin Ultrasensitive, Mercodia AB, Uppsala, Suecia). Se siguieron las
instrucciones del fabricante para el ensayo de 50ul de muestra, en el que la sensibilidad del ensayo
se situa entre 0,02 pg y 1 pg de insulina por litro.

La absorbancia de las muestras se midié utilizando el programa informatico Genesis 2.0 (Labsystems,

Albertville, MI, USA) y un lector de placas de longitud de onda 450 nm.

Es importante tener en cuenta que el aparato de medida de la glucemia (Glucocard) tiene
como valor méaximo de deteccion 600mg/dL. Las medidas a las que hemos adjudicado 600mg/dL
podian en realidad presentar niveles mucho mas elevados. En el calculo del cociente insulina/glucosa
se utilizan también estos valores y por tanto es probable que alguno de los datos debiera ser menor,

sobretodo en los grupos de animales no transplantados donde la proporcién de animales con
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glucemias por encima de 600mg/dL es mucho mayor.
2.3 Administracion de productos

2.3.1 Vehiculo

La solucidn en la que se resuspendid el analogo del GLP-1 fue una solucién salina fosfatada
tamponada a pH=7,4 y filtrada para asegurar su esterilidad. Esta misma solucién es la que se utilizd
en los grupos control, inyectados diariamente con un volumen de vehiculo equivalente al del

farmaco.

2.3.2 NN0027

El andlogo del GLP-1 humano que se utilizé, NN0027, presenta una modificaciéon quimica que
permite su union a la albimina. Es una cadena de acidos grasos que permite a la molécula unirse a la
albumina circulante o presente en los tejidos subcutdneos. La forma activa de GLP-1 se va liberando
entonces de forma continuada de las moléculas de albumina. Ademas, la unién con la albimina
también reduce la velocidad de degradacién y de eliminacién renal. El farmaco fue proporcionado
por Novo Nordisk.

Tanto el analogo del GLP-1 (NN0027) como el vehiculo fueron administrados por inyeccion
subcutdnea, una vez al dia, inmediatamente después de la determinacién de la glucosa. Se puso
especial atencién en que la hora de inyeccion del farmaco fuera siempre la misma. La dosis de
farmaco que se utilizé era de 100ug/kg/dia, de acuerdo con las instrucciones del manufacturador.

La duracién del tratamiento fue de 15 dias en el caso de los animales pancreatectomizados, es decir
que recibieron una inyeccion al dia desde el dia de la pancreatectomia hasta que fueron sacrificados.
En el caso de los animales transplantados el tratamiento se inicié la mafana del dia en el que iban a
ser transplantados vy finalizé el dia de la extraccion del injerto (lo que corresponde al dia 3 o dia 14

tras el transplante segun el estudio).

3. Procedimientos quirurgicos

3.1 Pancreatectomia

La pancreatectomia subtotal del 95% consiste en la eliminacién de la mayoria del tejido
pancredtico excepto un 5% del érgano, que se corresponde con la porcidon anatédmica situada entre el
colédoco y la primera parte del duodeno (procedimiento de Foglia (Foglia 1944)). Las ratas fueron

anestesiadas con 5% de isoflurano (Forane®, ABBOT, Espafia) inhalado para el procedimiento
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quirdrgico; se les practicé una laparotomia media y se expuso el pancreas. El 95% del tejido
pancredtico se fue rasgando delicadamente con un bastoncillo de algodén estéril preservando los
principales vasos sanguineos. La porcidn pancredtica correspondiente al 5% que se dejd intacta
corresponde a la region situada entre el colédoco y el duodeno en su porcién mas cercana (Bonner-
Weir, Trent et al. 1983). La pequefia porcidn de pancreas que queda adherida al piloro también se
eliminé.

Las ratas pancreatectomizadas se trataron con el antiinflamatorio no-esteroideo meloxicam
(Metacam®,Boehringer Ingelheim, Alemania) los tres dias posteriores a la cirugia, una vez al dia por

inyeccion subcutanea. La dosis utilizada fue de 2.5 mg/kg/24h.

3.2 Aislamiento de islotes

Los islotes se aislaron por digestion con colagenasa P (Roche). Bajo anestesia con una mezcla
de ketamina (75 mg/kg), diazepam (5mg/kg) y atropina (0,05mg/kg) se practicé una laparotomia
media y se expuso el pancreas del animal. Después de localizar el colédoco pancreatico, éste se
obstruyd a nivel de la ampolla de Vater utilizando una seda quirurgica. A continuacion se sacrifico el
animal por exanguinacion. El colédoco se canulé entonces distalmente utilizando un tubo de plastico
flexible conectado a una jeringa de 10 mL y se inyectaron 7 ml de solucién de colagenasa a la
concentracién de 2mg/ml disuelta en medio de cultivo M-199 (Sigma). Se disecciond el pancreas del
resto de tejidos y se incubd en un bafo a 372C durante unos 12 minutos. La digestién se detuvo al
afadir M-199 frio y seguidamente el digerido se lavo tres veces con medio M-199 y se pasd por un
filtro de 400 um para eliminar restos de tejido no digerido. Los islotes se purificaron entonces del
resto gracias a un gradiente de densidad utilizando Histopaque 1077 (Sigma) por centrifugacién a
2300 rpm, 15 minutos a 42C. Los islotes se recuperaron de la interfase y se lavaron de nuevo tres
veces con medio M-199 suplementado al 10% con suero bovino fetal.

Los islotes aislados se pescaron a mano con una pipeta automatica bajo un estereomicroscopio 2 o 3
veces hasta la obtencién de una preparacién pura de islotes. Solamente los islotes de diametro

comprendido entre 75y 250 um fueron seleccionados.

3.3 Transplante de islotes

Los islotes aislados se distribuyeron en grupos de 500 o 800 islotes que se recogieron con una
punta de pipeta de 200 pl y se traspasaron a un tubo de polietileno PE-50 (Smiths) con la ayuda de
una jeringa Hamilton de 1 ml (Hamilton). El tubo se centrifugd a 600 rpm durante unos segundos

para agrupar los islotes.
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Las ratas receptoras se anestesiaron con isoflurano y se realizé una incision lumbar para exponer el
rifidn izquierdo. Se practicd una pequefa incision en la cdpsula en el polo inferior del rifdn por
donde se introdujo el tubo con los islotes. Con la ayuda de la jeringa Hamilton los islotes se
inyectaron bajo la capsula renal del polo superior del rifndn. La capsulectomia se cerré con un
cauterizador de baja temperatura (AB Médica SA, Espafia) y la herida lumbar se suturd después de la

cirugia.

3.4 Recuperacion de las muestras de tejido

3.4.1 Pancreatectomia

Con el animal anestesiado con isofluorano se realizé una laparotomia media para exponer el
remanente pancredtico. El animal se sacrificd por exanguinacién para obtener un tejido totalmente
limpio de sangre y se procedié a diseccionar el remanente del resto de los tejidos. De forma similar
se extrajeron los pancreas normales de ratas Lewis control. En el caso de los animales Sham
solamente el 5% del pancreas era extraido, el equivalente al 5% remanente después de la

pancreatectomia subtotal.

3.4.2 Transplante de islotes

Con el animal anestesiado se expuso el rifidn y la parte de cdpsula renal que rodea al injerto
se recortd para su extraccidon junto con el injerto, aprovechando la adhesién de los islotes
transplantados a la capsula renal. Este proceso se llevd a cabo bajo un estereomicroscopio para
asegurarse de que se recuperaba todo el tejido transplantado. Para finalizar se practicé una
nefrectomia lo que permite asegurar que una vez acabado el proceso es imposible que pueda quedar

tejido insular transplantado en el animal.

En los experimentos de transplante de ratas diabéticas a 14 dias las muestras histoldgicas
solamente se extrajeron de un subconjunto de los animales transplantados que habian sido
designados previamente al inicio del experimento. Los animales de los que se extrajeron los injertos

de islotes eran representativos de la totalidad (Tabla 1).
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H.Tx+G H.Tx+V
Injertos Injertos Injertos Injertos
totales procesados totales procesados
para para
histologia histologia
n 18 10 15 8
Glucemiadia | = 336, 401 366509 | 407=383 432 + 44,6
14 (mg/dL) - o T -
Peso(:)'a 14 227 + 4,3 230+ 5,2 223+5,0 225+ 8,7
Funcion del
44 30 27 25
injerto (%)

Tabla 1 : Parametros metabdlicos de todas las ratas diabéticas por STZ
transplantadas con 800 islotes y tratadas durante 14 dias con el analogo del
GLP-1 (H.Tx+G) o con el vehiculo (H.Tx+V) y de las que se procesaron sus
injertos para histologia. Los valores corresponden a la media + error
estandar.

3.5 Fijacion e inclusion de las muestras

Inmediatamente después de la extraccion tanto los remanentes como los injertos se fijaron
en paraformaldehido al 4% (PFA) durante 20-24 horas. Al dia siguiente se determind el peso del
remanente pancredtico o del injerto en una balanza de precisidn tras eliminar todo exceso de fijador
por capilaridad. Antes de la inclusiéon en parafina el tejido se deshidratd con una serie de bafios de

alcoholes de concentracion creciente hasta el xileno (Montanya and Téllez 2009).

4. Inmunohistoquimica

Para las tinciones por inmnunohistoquimica se utilizaron cortes de 2-3 um de espesor de las
piezas fijadas en PFA 4% e incluidas en parafina.

En el caso de la replicacidn las secciones se tifieron por BrdU y por insulina y en caso de la
apoptosis por TUNEL y por insulina. Para la determinacién del tamafio y la masa de las células beta se
utilizaron las piezas tefidas utilizadas para determinar la replicacion. Para determinar Ia
vascularizacidn de los islotes se utilizé la lectina BS-1, que marca los vasos, y los islotes se tifieron con

un céctel de anticuerpos anti-insulina, glucagdn, somatostina y polipétido pancreatico.
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4.1 Replicacion de las células beta

Las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente con el analogo de la timidina 5-bromo-
2’deoxyuridina (BrdU) (Sigma) 6 horas antes de la extraccion del remanente pancredtico a la dosis de
100 mg/kg de peso corporal. La BrdU es un analogo de la timidina que se incorpora en el DNA de las
células que se encuentran en la fase S de replicacidn (de aproximadamente 6 horas de duracién en
células beta)(Montafia, Bonner-Weir et al. 1993). El marcaje por BrdU identifica a las células que ya
han pasado por el “check-point” G1-S y por lo tanto ya van a replicarse. Para la deteccién de la BrdU

se utilizd el kit comercial Cell Proliferation kit (GE HealthCare, UK).

Las secciones de tejido se desparafinaron y luego se incubaron con una solucién al 3% de agua
oxigenada durante 20 minutos para inhibir la actividad de las peroxidasas enddgenas. Para
desnaturalizar y estabilizar el DNA las preparaciones se sumergieron en 2N HCL durante 5 minutos
seguido de un lavado en solucién 0,1M de borato de 10 minutos. A continuacién se bloquearon las
uniones inespecificas con una solucién de bloqueo con suero de caballo al 5% y se procedid al marcaje
para BrdU que se hizo siguiendo las instrucciones del kit. El sustrato para la visualizacién fue 3,3'-
Diaminobenzidina (DAB) junto con un intensificador que contenia cloruro de niquel y de cobalto (DAB-
niquel), lo que permitia la obtencion de un precipitado de color mas intenso que la DAB normal. El
resultado fueron unos nucleos casi negros.

A continuacién las secciones se tifleron por insulina con un anticuerpo primario de conejo
(1:50)(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).
Después de la tincidn de los nucleos que estaban replicando, las secciones se bloquearon en una
solucidn con suero de caballo al 5% durante 15 minutos y se incubaron a 42C durante una noche con
el anticuerpo primario anti-insulina. Al dia siguiente las preparaciones se lavaron y se aplicé el
anticuerpo secundario anti-Ilg G de conejo (SAR - Dako) diluido 1/200 durante 3 horas. Después de
volver a lavar las preparaciones se incubaron con el anticuerpo terciario PAP diluido 1/500 durante 1
hora. La tincién se visualizé con DAB. Para finalizar las preparaciones se lavaron en abundante agua
destilada, se contratineron con Hematoxilina de Harris, deshidrataron en concentraciones crecientes

de alcohol y montaron con el medio de montaje DPX.

Las células y los nucleos marcados por BrdU se contaron usando un microscopio Olympus
BX51 conectado a una cdmara de video en un monitor en color. Se determiné el niumero de total de
células insulina positivas y el numero de células insulina positivas también marcadas con BrdU. Se
contaron como minimo 1200 células para cada pieza. El resultado se expresé como el porcentaje de

nucleos BrdU respecto a las células beta positivas. Se contaron todas las células beta de cada seccidn
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y se afiadieron nuevas secciones de la misma pieza cuando fue necesario para alcanzar el numero
minimo requerido de células evaluadas.

La replicacidon de las células beta en estado basal se determind en los pancreas de los
animales sham en el caso de las pancreatectomias y en el caso del transplante de islotes en los

pancreas de cuatro ratas Lewis control de la misma edad que las utilizadas como donantes de islotes.

4.2 Apoptosis de las células beta

Las secciones de tejido se desparafinaron y se tineron con inmunoperoxidasa visualizada por
DAB-niquel, en el caso de los nucleos apoptéticos, por la técnica del TUNEL (TdT- mediated dUTP
Nick End Labelling) y por inmunoperoxidasa visualizada por DAB para las células beta.

Durante el proceso de apoptosis se producen cortes internucleosomales del DNA que
producen extremos 3’-OH. La técnica del TUNEL se basa en la transferencia enzimatica (por el dTT) de
nucledtidos marcados con digoxigenina a los extremos 3’-OH del DNA. Después se une un anticuerpo
anti-digoxigenina conjugado con la peroxidasa. Esta técnica nos permitidé obtener una tincidn
especifica de los nucleos apoptéticos, que se diferenciaban de los demas por estar tefidos vy

condensados.

Para la tincion por TUNEL se utilizé el kit comercial In Situ Cell Death Dectection Kit ApopTag
(Intergene, Oxford, UK) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Previamente a la utilizacidn del
kit las secciones desparafinadas se incubaron en una solucién al 3% de agua oxigenada durante 20
minutos para inhibir la actividad de las peroxidasas enddgenas seguido de una digestién de 15
minutos con proteinasa k (Sigma) para favorecer la exposicién del antigeno. Para la visualizacién del
TUNEL se afiadio el sustrato de la peroxidasa DAB niquel.

Posteriormente, las secciones se tifieron por insulina como se ha descrito anteriormente. Las
secciones tefidas se contratifieron con Hematoxilina de Harris (Sigma) para su visualizacidn a través
de un microscopio dptico conectado a un monitor en color.

La apoptosis de las células beta se expresd como porcentaje de células beta que eran positivas por
TUNEL. Se contaron un minimo de 1200 células beta para cada pdncreas, remanente pancreatico o

injerto.

4.3 Area individual de las células beta

La cuantificacidn del area media de las células beta nos permite estimar el tamafo individual
de la células beta y por lo tanto estudiar la hipertrofia de las células beta en nuestro tejido (Biarnés,

Montolio et al. 2002). Para obtener el area individual de la células beta, el area celular beta de los
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islotes se determind con un programa de analisis de imagen (Analysis 3.0; Soft Imaging System,
Muinster, Germany). Para ello se trazé cuidadosamente el contorno de los islotes en un area del
pancreas, remanente pancredtico o injerto, eliminando las zonas que no correspondian a células beta
y el programa nos calculaba el drea. Se contaron entonces los nucleos beta que se encontraban en la
region contorneada y se dividié el drea en me2 por el nimero de nucleos para obtener el drea media
de una célula. Para la cuantificaciéon se midieron al menos 300 células beta de al menos 6 islotes

diferentes por cada pieza.

4.4 Masa de células beta

La masa de células beta o masa beta se determiné por morfometria por contaje de puntos
(Weibel 1979). De manera breve, las secciones tefiidas por insulina se visualizaron en un monitor a
color con una planilla de 48 puntos equidistantes superpuesta y se determind el nimero de puntos
que interceptaban células beta. El volumen relativo de células beta se determind dividiendo el
numero de puntos que interceptaban células beta por el nimero total de puntos contados en el
tejido.

El nimero de puntos o interceptos que debian ser contados se determiné con la ayuda de un

nomograma (Weibel 1979) que relaciona el volumen relativo del tipo celular de interés con el error
estdndar esperado y el nimero de puntos contados. En nuestras determinaciones se establecié el
numero minimo de interceptos que debian ser contados para que el error cometido siempre fuera
inferior al 10%.
El volumen relativo de células beta multiplicado por el peso del remanente (obtenido
inmediatamente después de la fijacion como se ha descrito previamente) nos permitio calcular la
masa de células beta del remanente, asumiendo que el peso de 1 cm? de tejido es de 1 gramo
(Weibel 1979).

La masa de células beta inicialmente transplantada se determind en grupos de 800 (n= 4) o
500 islotes (n=3). Después del aislamiento los grupos de islotes se lavaron en PBS y se fijaron en
forma de pellets de islotes en PFA 4%. El exceso de paraformaldehido se eliminé por capilaridad y se
pesaron siguiendo el mismo proceso que los injertos. La masa de células beta inicialmente
transplantada se determind multiplicando el peso de los pellets de islotes por el volumen relativo de
células beta (determinado por el programa de analisis de imagen Analysis 3.0, de forma similar a la

descrita en el apartado 8.3).
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4.5 Neogénesis de células beta

Hipotetizamos que en el proceso de regeneracidn pancreatica que tiene lugar después de la
pancreatectomia subtotal pueden aparecer nuevas células beta (por neogénesis a partir de
precursores pancreaticos o bien por transdiferenciacidon del tejido acinar) que formarian pequefias
agrupaciones de células beta, visualmente bien diferenciadas de los islotes (preexistentes). La
presencia de pequefias agrupaciones de células insulina positivas ha sido considerada como una
indicacion indirecta de neogénesis de células beta (Montanya and Téllez 2009).

Para cuantificar la neogénesis en un remanente pancredtico se contaron el nimero células

que formaban parte de pequefias agrupaciones de células beta (menos de cinco células) por
milimetro cuadrado de tejido pancredtico. Se contaron entre dos y tres secciones de cada remanente
pancredtico para obtener una medida representativa.
De forma complementaria se cuantifico la asociacidn de las células insulina positivas con los ductos
pancreaticos, otro indicador indirecto de neogénesis (Montanya and Téllez 2009). Se considera que
las células insulares que brotan de los ductos deben estar en contacto o muy cercanas a los ductos
pancreaticos (a menos de cinco células de distancia).

Se determind en secciones teilidas por insulina el nimero de islotes situados a menos de
cinco células de distancia de los ductos (islotes periductales) y de forma independiente el nimero de
islotes mds alejados de estos (islotes extraductales). Para obtener un resultado representativo se
analizaron de dos a tres secciones — alejadas de al menos 150 um entre ellas -de cada pancreas . Los

resultados se expresaron como porcentaje de islotes periductales o extraductales.

4.6 Vascularizacion de los islotes

Las células endoteliales de los remanentes pancreaticos se marcaron con la lectina Bandeirae
Simplicifolia (también llamada Griffonia Simplicifolia o BS-1). Esta lectina tiene afinidad por los
residuos a-D-galactosyl terminales, presentes en las células endoteliales (Laitinen 1987). A diferencia
de otros marcadores como CD31 que se unen a las células endoteliales aunque no estén organizadas
en un vaso sanguineo con lumen, las lectinas como BS-1 solamente marcan vasos funcionales (Figg
and Folkman 2008).

Para marcar los vasos sanguineos en las secciones de remanentes pancreaticos y pancreas en
primer lugar se desparafinaron y a continuacién se hirvieron en tampdn citrato durante 20 minutos
para favorecer la exposicion de los antigenos. Después de inhibir las peroxidasas enddégenas como
descrito anteriormente se aplicd un tratamiento con Neuraminidasa (aislada de Clostridium

perfringens) (Sigma) a 0,1U/ml a 372C durante una hora. La digestion enzimatica con neuraminidasa
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eliminaba el acido sidlico de las cadenas carbonatadas de los glycoconjugados facilitando la
exposicion de residuos glucidicos a los que potencialmente se une la lectina. Después de un lavado
en solucién de TRIS las secciones se bloquearon en solucidon de bloqueo (suero de caballo al 5%)
durante una hora a temperatura ambiente e incubaron con la lectina BS-1 (marcada con biotina), a la
dilucion final de 1:20 en una solucion 1M de CaCl, 2H,0 y 0,1% albumina de suero bovino (BSA)
durante la noche. Al dia siguiente las secciones se incubaron con estreptavidina-HRP (Sigma) diluida
1/500 durante 15 minutos a temperatura ambiente y se procedié a visualizar con DAB-Niquel. A
continuacién las secciones se marcaron para las hormonas insulares. Se hizo una mezcla de
anticuerpos de conejo anti-insulina (1:50), anti-glucagén (1:500, Dako), anti-somatostatina (1:250,
Dako) y anti-PP (1:2000, Chemicon International). Las células positivas se visualizaron como
previamente se ha descrito para la insulina con el sistema SAR-PAP y DAB normal. Para cuantificar la
vascularizacion se determind con el programa de analisis de imagen (Analysis 3.0) el area celular
ocupada por vasos, por islotes y total. También se contd el numero de vasos por islotes. De ahi se
infirié la densidad vascular (area vasos/area total), el tamafio vasos (area total vascular/n2 total de

vasos) y el nUmero de vasos por islote.

5. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como medias * error estdndar. Para el andlisis estadistico se
utilizé el programa informatico SPSS 14.0 para Windows. Las comparaciones multiples entre medias
se evaluaron con analisis por ANOVA. Si el ANOVA detectaba diferencias significativas se utilizo el
método DMS para determinar las diferencias especificas entre los grupos. En el caso de que las
varianzas de las muestras no fueran homogéneas, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis que es Ila
alternativa no paramétrica del ANOVA. La prueba Kruskal-Wallis también evalta si las muestras
cuantitativas pertenecen a la misma poblacién pero detecta diferencias entre las medianas de los
grupos. En el caso de las diferencias detectadas por el método de Kruskal-Wallis se utilizé el método
de Mann-Whitney para caracterizar las diferencias entre los grupos experimentales. En el caso de la
replicacién de las células beta las diferencias se evaluaron por el test t de Student. Los porcentajes de
animales curados y de funcidn parcial se compararon por el test de chi-cuadrado.

En el caso de las curvas de supervivencia utilizadas para comparar el momento de curacién y
el nimero de animales curados entre los diferentes grupos el analisis estadistico se hizo con el
programa Graph Pad Prism v4 (Graph Pad Software). Las curvas se trazaron por el método de Kaplan
y Meir y se compararon por el test log-rank.

La significacion estadistica se establecié en p<0.05.
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