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1.MOTIU 1 JUSTIFICACIO




Motiu i justificacio

Seguint la linia dinvestigacié del nostre centre en trasplantament experimental
d'illots de pancreas, iniciada pel grup del Dr Ricardo Pujol i Borrell, catedratic
d'Immunologia de la Universitat Autonoma de Barcelona, amb la col.laboraci6 dels Drs
Jaume Fernandez-Llamazares Rodriguez, catedratic de Patologia i Cliniques
Quirargigues de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) i Joan-Francesc Julian
Ibafiez, professor associat de la Facultat de Medicina de 'HUGTIP de la UAB, que s’ha
plasmat amb les tesis doctorals de Francesca Vargas Nieto: “Islotes pancreéaticos
para el trasplante. Mejora de la purificacién e identificacion de la actividad
endotdxica de la colagenasa como posible factor del fallo del injerto” (Octubre 1997)
i la de Francesc Garcia-Cuyas: “Estudio comparativo de la colagenasa y la liberasa en la
obtenciéon y trasplante de islotes pancreaticos. Analisis experimental” (Octubre
2000), hem volgut aprofitar I'experiencia adquirida per iniciar aquest nou repte
d'investigacio.

Donat que en I'experimentacié amb rates, les vesicules seminals son organs de facil
abordatge quirdrgic, que el trasplantament en aquests 0Organs suposa una baixa
morbimortalitat, i donades l'estructura anatomica, histologica i la fisiologia de les
vesicules seminals, creiem que poden ser organs immunoldgicament privilegiats que,
com en el cas del testicle, poden permetre el trasplantament sense immunosupressié
sistémica (Baeker et al, 1977), pero I'experiencia fins a l'actualitat és nul.la.

Els esperancadors estudis preliminars, publicats pel nostre grup a la revista
Trasplantation Proceedings (Luna et al, 2002), justifiquen el gran esforc personal i

economic d'aquest repte cientific.
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11.1. ANATOMIA DELS ILLOTS DE LANGERHANS

El pancreas és un organ format per elements exocrins i endocrins. L'exocri
consta de nombrosos conductes i acins lobulars, connectats per teixit
connectiu i recoberts per una fina capsula. La seva funcio és la de sintetitzar,
emmagatzemar i secretar enzims digestius.

Els illots de Langerhans van ser descrits per Paul Langerhans al 1869. Es
troben inclosos en el si del teixit exocri i constitueixen I'element endocri del
pancreas. Representen aproximadament I'1% de la massa pancreatica. Un
pancreas normal d’home adult té entre 10°-2x10° illots. Cada un d'ells conté
des d'uns pocs cents fins a milers de cel.lules endocrines (Johnston et al,
1988). Es localitzen propers als vasos capil.lars per poder secretar les
hormones produides. Es diferencien del teixit parenguimatés per la seva
baixa afinitat a les tincions d’hematoxilina-eosina.

Quatre tipus de cellula formen lillot pancreatic: les cel.lules B (beta),
productores d'insulina, que es tenyeixen amb aldehid de fucsia de Gomori; les
cél.lules o (alfa), productores de glucagd, que es tenyeixen amb la tecnica
argéentica de Grimelius; les cél.lules & (delta), secretores de somatostatina,
gue tenyeixen amb la técnica argéntica de Hellestrém-Hellman; i les cél.lules
PP, que produeixen el polipéptid pancreatic. També s’han identificat altres
tipus cel.lulars d'una rellevancia dificil de valorar (Bonner-Weir et al, 1993).
L'estructura de lillot pancreatic, en els mamifers no humans, esta ben
definida: les cél.lules B formant un nucli, estan rodejades de cél.lules no f
formant d'una a tres capes. Aguesta distribucié cel.lular és molt semblant a
la de I'esser huma a les primeres etapes de la vida, essent aquesta distribucio
menys evident a l'adult (Weir et al, 1990). Mitjancant reconstruccions
tridimensionals s’ha pogut veure que I'estructura de l'illot huma esta formada
per una massa de cel.lules B, de les quals, part delles estan en contacte amb
cél.lules no B, degut a aquest tipus d'estructuraci6 espaial. S'accepta la

hipotesi que lillot es divideix segons una série d'interaccions paracrines,
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endocrines o dinteraccid cel.lulars per unions intercel.lulars (Weir et al,
1990a).

L'illot pancreatic esta format per una xarxa de capil.lars fenestrats,
distribuint-se, les cél.lules endocrines, al voltant d'ells. La majoria de vegades
lillot esta rodejat per una xarxa de fibroblasts i fibres de col.lagen que fa
de separacié amb el teixit exocri , tot i que no sempre és aixi. En algunes
ocasions, la Unica separacié que existeix son les mateixes membranes

cel.lulars (Bonner-Weir et al, 1993).

11.1.1. Cel.lula B (beta)

Representen el 80% de totes les cel.lules endocrines i se situen al centre de
l'illot rodejant els capil.lars venosos. Sén poliedrics i d’'un diametre d'entre 10
i 15 um. Cadascuna d'aguestes cél.lules conté uns 10.000 granuls de secrecio
(Dean et al, 1973) que son alliberats per entrar als capil.lars des de la
superficie latero-apical. Es poden diferenciar dos tipus de granuls  depenent
del seu estat maduratiu: els madurs, daspecte cristal.li amb nucli
electrodens, degut al seu contingut d'insulina i zenc; i els immadurs, que es
diferencien per la preséncia d'un halus periféric electrollicid (Orci et al,

1985). La seva principal funcio és la secrecid d'insulina.

11.1.2. Cél.lula o (alfa)

Son les ceél.lules encarregades de la produccié del glucag6. Representen el 8 a
12% de la massa total de l'illot. Es localitzen a la periféeria de l'illot. A més del
glucagdé produeixen altres peptids com el glucagé-like i el peptid inhibidor

gastric.
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11.1.3. Cél.lula & (delta)

Son les productores de somatostatina. Tenen una configuracié dendritica.
Representen el 3-4% de la massa cel.lular endocrina. Es distribueixen de

forma molt variable.

11.1.4. Cél.lula PP

So6n les més variables. Habitualment es localitzen a la part posterior del cap

del pancreas. La seva principal funcid és la secrecio del polipéptid pancreatic.

Constitueixen el 2% de la massa cel.lular.

11.1.5. Cél.lula EC (enterocromafi)

Es troben ocasionalment als illots. Tenen la mateixa morfologia que les que es

troben a nivell del sistema endocri del budell.

11.1.6. Variabilitat dels illots

Les diferéncies existents a la composicio cel.lular dels illots pancreatics
s'explica pel seu origen embriologic. Aquests deriven de cél.lules epitelials
dels ductes, d'origen endodéermic. . El component endocri deriva dels elements
ductals que, a la vegada, deriven de lintesti anterior de l'embrié en
desenvolupament. A part de la seva composici6 cel.lular, també és variable el
tamany de lillot. Pot tenir des d'un escas nimero de cel.lules amb un tamany
petit fins a tenir un tamany de 450 um de diametre amb més de 5.500
cél.lules. El tamany és espécie depenent. El diametre mig de lillot de rata és
de 150 um amb un contingut d'uns 50 ng d'insulina. El 75% dels illots a la rata,
s6n menors de 160 um representant un volum del 15%, mentre que els majors

de 250 um representen el 15% del total d'illots, pero un 60% del volum total.
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11.1.7. Vascularitzacié i microcirculacié dels illots

S’havia descrit que els illots estaven formats per un entramat vascular
capil.lar en forma de glomeérul amb un aport directe de sang arterial que
irrigava primer lillot i posteriorment el teixit exocri. Perd l'aparicié dels
treballs d’Orci (Orci et al, 1982) va demostrar que existeixen arterioles
aferents fenestrades , a diferéncia de les arterioles que irriguen el teixit
exocri, que penetren a l'illot per una zona pobre en cél.lules B i que connecten
amb una zona de capil.lars venosos que atravessen la zona poblada per
cél.lules B.

El fluxe sanguini dels capil.lars que irriguen els illots és molt elevat (10-20%
del fluxe pancreatic) per el volum que representen (1-2% del pancreas)
(Jansson L et al, 1981).

Mitjancant aquest tipus destructuracio vascular es crea una zona
d'autoregulacié intra-illot. La zona irrigada per les arterioles aferents
(provinents directament de la circulacié arterial sistémica) estarien
enriquides amb glucagdé i somatostatina. Aquestes hormones serien
transportades fins a la zona rica en cél.lules § on tindria lloc la regulacié
hormonal.

Existeixen una série de factors que regulen el fluxe sanguini i que, per tant,
afecten la secrecié hormonal. Altes concentracions de glucosa produeixen un
augment significatiu de l'aport vascular pancreatic, preferentment cap als
illots (Jansson et al, 1983). També el péptid relacionat amb el gen de la
calcitonina, que es troba a nivell dels nervis dels illots i a les cel.lules

endocrines, és vasoactiu a aquest nivell (Brain SD et al, 1985).
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11.1.8. Inervacié dels illots

L'inervacié pancreatica és a través de fibres simpatiques i parasimpatiques. A
nivell simpatic, pel gangli celiac a la porcié dorsal i del gangli mesentéric a la
porcio ventral. A nivell parasimpatic, per fibres del nervi vagus que sinapsen
en petits ganglis dispersos pel pancreas (Sundler et al, 1991).

La secrecidé endocrina pot estar modulada pels neurotransmisors alliberats
pel sistema nerviés vegetatiu, ja que a nivell de lillot s’han pogut trobar
receptors per a les catecolamines, acetilcolina i daltres neuropeptids

(Samols E, 1979).

11.1.9. Modulacié intra-illot

La modulaci6 intra-illot es basa en el fet que la secrecié hormonal d'un tipus
de cél.lules insulars pot afectar altres cel.lules de l'illot. D’aquesta manera és
sabut que la insulina inhibeix la secreci6 de les cél.lules ai 6, el glucago
estimula la secreciéo de les cellules B i 6, i la somatostatina inhibeix la
secrecié de les cél.lules ai B. D'aguesta manera es crea el concepte de la

regulacié intra-illot (Weir GC et al, 1990a).
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11.2. CEL.LULA B: FISIOLOGIA

11.2.1. Biosintesi d’insulina

Les cel.lules B secreten péptids producte de la sintesi d'insulina, com la
insulina, proinsulina o el péptid C, o independents de la sintesi d'insulina, com
la amilina. Aquesta és coprocessada i cosecretada per les cél.lules B junt amb
la insulina.

La insulina, principal hormona reguladora del metabolisme de la glucosa, va
ser aillada del teixit pancreatic al 1921 per Banting i Best (Banting FG et al,
1922). El gen de la insulina humana es localitza a la regio p13 del brag curt del
cromosoma 11 (Bell GI et al, 1980), estant constituit per una regid
reguladora, 3 exons (regions codificables) i 2 introns (regions no
codificables).

La sintesi dinsulina s'inicia amb la traducci6 de I' RNAm al reticle
endoplasmatic rugés (RER) de la cel.lula B, que origina un precursor o
preprohormona, la pre-proinsulina (Steiner DF et al, 1967). La preproinsulina
és una cadena polipeptidica llarga formada per un péptid senyal, coml a totes
les preprohormones i a la proinsulina (Guest et al, 1992). El peptid senyal
dirigeix la prehormona cap a la llum del RER on s’escindeix per un enzim
endoproteolitic especific associat amb el RER (Patzelt et al, 1978). Es forma
la proinsulina al plegar-se els residus aminoacids restants, de forma que
s'estableixen ponts disulfurs entre dos cadenes, la A i la B. Entre aquestes
dos cadenes es troba el peptid C o de connexi6é. La proinsulina és
emmagatzemada en microvesicules i es transportada al pol cis de I'aparell de
Golgi.

Posteriorment, al compartiment trans de l'aparell de Golgi es formen els
granuls de secrecio, encara immadurs, perd dins dels quals comenca la

conversié de la proinsulina en insulina.



Introducci6

La conversidé de la proinsulina en insulina es produeix quan actuen sobre la
mol.lécula de proinsulina dos endopeptidasses: la PC2 (o mPC1) i la PC3, i la
exopeptidasa: la carboxipeptidasa H. Les endopeptidases actuen escindint els
dos aminoacids que per cada extrem uneixen el peptid C (o peptid de
connexio) a les cadenes A i B, i la carboxipeptidasa H elimina els aminoacids
exposats a cadascuna d'aquestes escisions. Després de generar-se uns
péptids intermedis (desproinsulines), la conversié acaba alliberant-se péptid
Ciinsulina (Bennet et al, 1992).

La insulina que es va produint forma hexamers amb zenc ocupant el centre
del granul. El péptid C, més soluble, es manté a la periferia del granul, que
esta separat i protegit de la resta del citosol per una membrana durant el
seu procés de maduracio i transport intracel.lular. El granul ja madur conté
insulina i peptid C en quantitats equimolars, aixi com petites quantitats de
proinsulina i desproinsulina.

Una de les caracteristiques més importants de la cel.lula § és el fet de ser
una cel.lula molt diferenciada, que acumula els seus productes en granuls de
secrecié i que els allibera de forma regulada en resposta a estimuls
especifics, amb nul.la o0 poca secrecié espontania o no regulada (Rhodes et al,

1987).

11.2.2. Secreci6 d’insulina

Entre els diversos factors que regulen la secrecié d'insulina, la glucosa és el
meés important fisioldgicament, tot i que també depén daltres hidrats de
carboni i nutrients, com aminoacids, acids grassos, C€0ssos cetonics,
substancies no metaboligues com els ionofors de calci, sulfonilurees
hipoglicemiants, estimuladors de [ladenilciclasa i inhibidors de Ia
fosfodiesterasa. La secrecié d'insulina de la cél.lula B també esta sotmesa a

influéncies hormonals i a control neural (Gerich et al, 1976).
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La secreci6 d'insulina de la cél.lula B ocorre a través d'un procés d'exocitosi
dels granuls que la contenen. El primer pas a I'estimul de la secreci6 d'insulina
és el reconeixement del secretagog (o substancia estimuladora de la secrecié
d'insulina). En el cas de la glucosa aquest reconeixement suposa l'existéncia
d'un transportador especific, el GLUT-2. Una vegada transportada la glucosa
a linterior cel.lular es fosforila per l'acci6 d'un enzim, la glucoquinasa, i es
metabolitza mitjancant la glucolisi (Matchinsky FM et al, 1990). De la
glucolisi s'obté energia en forma d’ATP. L'augment intracel.lular de la relacié
ATP/ADP provoca el tancament de potasi depenents d’'ATP de la membrana,
amb el que es desporalitza la cél.lula, s'obren els canals de calci depenents de
voltatge, entra calci a l'interior cel.lular i s'allibera el contingut dels granuls
de secrecib per exocitosi (Boyd et al, 1989). L'alliberacié d'insulina i péptid C
és equimolar, pel que la concentracié en sang del péptid C pot usar-se com a
index de secrecidé dinsulina enddgena en els pacients diabétics que reben

insulina (Faber et al, 1977).
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11.3. AUTOIMMUNITAT I DIABETIS TIPUS 1

11.3.1. Autoimmunitat: definici

L'autoimmunitat es defineix com una reaccié del sistema immune contra
components de l'organisme causada per un trencament de la tolerancia cap a
les mol.lecules propies. Aquesta reacci6 és la causa de les malalties
autoimmunes.

La resposta autoimmunitaria fisiologicament normal no reconeix autoantigens,
és a dir, no va dirigida contra céel.lules normals propies. El cas datac
immunitari contra cél.lules tumorals o infectades propies és degut a una
alteracié en el contingut antigénic de la cel.lula i, per tant, aquesta és
reconeguda com a extranya. La resposta és contra cél.lules propies pero

anormals.

11.3.2. Malalties autoimmunitaries

El terme malaltia autoimmunitaria s'aplica als casos en que un procés
autoimmunitari contribueix a la patogénesi de la malaltia. Sovint, el paper de
l'autoimmunitat en molts desordres no esta clarament definit, per tant, es
parla de malalties autoimmunitaries guan s'associen de manera solida amb la
formacio6 d’'autoanticossos.

Les malalties autoimmunitaries afecten almenys a un 5% de la poblacio
(Kronenberg M, 1991) i sovint donen lloc a consequéencies patologiques severes
i, en molts casos, croniques.

Es classifiquen segons una ordenacio gradual en que en un extrem es situen
les malalties amb resposta immunologica contra un Organ concret: malalties
organ-especifigues, i a l'altre les que presenten una resposta disseminada a

diversos organs: malalties no organ-especifiques. Les malalties de cada grup
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solen associar-se. No és infreqient que que varies malalties organ-
especifiques es desenvolupin en un mateix pacient o que hi hagi una agregacié

familiar.

11.3.2.1. Malalties organ-especifiques

Es caracteritzen per la producci6 dautoanticossos organ-especifics,
infiltracié de cel.lules mononuclears i destruccié selectiva de les cel.lules
diana de la resposta autoimmunitaria. Aquest patrd de resposta seria el
tipicament observat en malalties autoimmunitaries de la glandula tiroides,
com la tiroiditis de Hashimoto, considerada com a prototipus d'aquest grup

de malalties.

11.3.2.2. Malalties no organ-especifigues

Es caracteritzen per la preséncia d'una varietat d'autoanticossos especifics
per antigens nuclears i mol.lecules citoplasmatiques involucrades en la
replicacié de I'ADN, la transcripciéo de I'ADN i la traduccio en proteina de
I'ARN missatger (ARNm). Un exemple representatiu n'és el lupus eritematoés
sistémic, en el qual tant les lesions com la produccié d'autoanticossos no esta
restringida a un oOrgan en particular siné que pot afectar-ne a diversos

(Vaifler NJ et al, 1981).

11.3.3. Diabetis tipus 1: definicié i epidemiologia

La diabetis mellitus tipus 1 és una malaltia autoimmune en que es destrueixen
les cél.lules beta dels illots pancreatics.

La diabetis mellitus es caracteritza per la hiperglicémia deguda a una
insuficient o nul.la secrecié d'insulina i per la reduida sensibilitat als seus

efectes. Es defineix per la preséncia dels simptomes tipics (poliuria,
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polidipsia i polifagia) i una glicemia superior a 7 mmol/L en dues
determinacions consecutives.

S'inicia, a la majoria dels casos, a la infancia o adolescéncia. Es necessari el
tractament substitutiu amb insulina o bé el trasplantament de pancreas o
illots de Langerhans, ja que encara no existeix el tractament preventiu ni
curatiu.

La seva incidéncia varia d'una forma important en funcié del pais. Estudis
epidemiologics de finals dels 80 indiquen una maxima incidéncia als paisos
nordics i a Sardenya (21 casos nous a l'any per cada 100.000 habitants),
intermitja a Europa i als EEUU (4-14 casos nous/any/100.000 habitants) i

minima al Japé (0,8 casos nous/any/100.000 habitants).

11.3.4. Complicacions de la diabetis

La diabetis mellitus s'associa a una elevada morbilitat i a un escurcament
important de l'esperanca de vida com a conseqiéncia de les propies
complicacions de la malatia. Les complicacions micro i macrovasculars de la
diabetis es relacionen directament amb les glicemies. El control adequat de
les glicémies redueix significativament les complicacions microvasculars, pero
les macrovasculars no se'n beneficien tan clarament. (Diabetes Control, 1993)

Les complicacions microvasculars més frequents sén la retinopatia, la

neuropatia i la nefropatia.

- Retinopatia diabética: Afecta virtualment al 100% dels adults diabétics
tipus 1. Es la principal causa de ceguesa als paisos industrialitzats.

- Neuropatia diabética: S'associa a perdua de la funcid6 motora i sensitiva
dels nervis periférics, dolors cronics i Ulceres als peus.

- Nefropatia diabética: S'associa a proteinuria, hipertensié arterial i
insuficiéncia renal. Als paisos industrialitzats suposa la principal causa

d'insuficiéncia renal cronica terminal.
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Els pacients diabétics amb trasplantament renal s'associen a un major risc de
perdre lingert i a una major mortalitat (factor més important després de
I'edat).

Les complicacions macrovasculars més frequents son la cardiopatia

isquémica, la vasculopatia cerebral i la vasculopatia periférica.

- Cardiopatia isquémica: Es la primera causa de mort als diabétics (Laing et
al, 1999). Als EEUU, el 44% de les morts relacionades amb la diabetis
s'atribueixen a una malatia cardio-vascular, de les que el 59% s6n degudes a
cardiopatia isquéemica i el 15% a accidents vasculars cerebrals.

- Vasculopatia periférica: Contribueix de forma important a la morbilitat de
la diabetis. La taxa d'amputacions és 15 vegades major en diabétics respecte
la resta de la poblacié. (Bild et al, 1989)

L'edat, etnia, hipertensi6 arterial i la nefropatia son factors de risc per la

malatia cardio-vascular als diabétics.

11.3.5. Costos econdmics associats a la diabetis

S'estima que pel tractament de la diabetis i les seves complicacions s'ocupen
I'11% dels llits hospitalaris i el 9% del pressupost d'aquests, a Anglaterra i
Gales (Currie et al, 1997).

L’American Diabetes Association estima que el cost total anual del maneig
directe de la diabetis és d'uns 44 bilions de dolars americans i un cost
adicional de 54 bilions de dodlars com a conseqliéncia de la discapacitat,
pérdua de productivitat i mort prematura que ocasiona la diabetis. (Viberti G,

2001)

11.3.6. Diabetis tipus 1: etiopatogénia

La destrucci6 de les céllules B, productores dinsulina als illots de

Langerhans, és la causa de la manca de secrecid d'insulina i dels simptomes
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clinics de la malaltia. Es un fet demostrat que aquesta malaltia és la
conseqiiencia d'una resposta autoimmune especifica contra les cél.lules G,
perd malgrat els importants avencos en el coneixement dels fenomens que
acompanyen aquesta pérdua d'equilibri de la tolerancia cap als autoantigens
insulars (Bach JF et al, 2001), I'etiopatogénia de la malaltia manté molts
elements per definir, entre ells I'element o elements iniciadors del procés.

Hi ha factors que contribueixen a que un individu sigui susceptible a
desenvolupar la malaltia, perd que per si sols no la desencadenen. Es el cas de
la predisposicidé genética en la que alguns haplotips dels antigens
d’histocompatibilitat de classe 11 (HLA-DR3/4, -DQ) aixi com altres loci de
susceptibilitat (IDDM) (Vyse TJ et al, 1996) contribuirien a una presentacio
més eficag d'un péptid determinant a la malaltia. Els factors ambientals
(incidéncia estacional, factors geografics, dieta) també influeixen a la
aparicié de la malaltia (Vives-Pi M et al, 1995). No obstant, aquests factors
no sén determinants, ja que els bessons idéntics d'un pacient diabétic,
desenvolupen la malaltia tan sols en un 50% dels casos. La contribucié de
factors ambientals en un individu genéticament susceptible facilitaria el
procés autoimmune de destruccié selectiva (Tisch R et al, 1996) iniciat per un

element desconegut fins al moment.

11.3.7. Alteracions immunoldgiques

L'inici clinic de la diabetis coincideix amb la fase final dels processos de
destruccié de les cél.lules R, iniciats durant el periode assimptomatic o
prediabetis. Aquesta interessant etapa, de dificil estudi degut a la manca de
manifestacions i lo inaccessible del teixit diana, inclou el desencadenament i
progressid de l'agressié que cursa amb insulitis, hiperexpressi6 de MHC de
classe |, autoanticossos anti-illot i disminucié de la funcié de la cél.lula .

L'avan¢ de la destruccio s'interpreta gracies a la descripcio dels processos de

migracio leucocitaria (Springer TA, 1994). Les cel.lules endotelials dels
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capil.lars insulars regularien l'arribada leucocitaria als teixits i els seus poros
ajudarien a una rapida difusié dels missatgers quimics entre la sang i l'espai
insular: linsulitis (infiltracié dels illots) va acompanyada per un increment
dels elements vasculars dels teixits, aspecte que sugereix la participacio
activa de I'endoteli en el procés patogenic de la diabetis tipus 1.

Aquesta lesio inflamatoria dels illots o insulitis, és una caracteristica comu
en els escassos pancreas analitzats histologicament procedents de pacients
diabétics (Foulis AK et al, 1985). L'estudi de pancreas d'individus diabétics
que van morir just a linici de la malaltia ha permés definir importants
alteracions immunologiques (Somoza N et al, 1994) (Vives-Pi et al, 1997)
(Hanninen A et al, 1992). Després d'identificar l'esperada disminucié del
nimero de ceél.lules beta, es va descriure una infiltracido leucocitaria
relativament escassa amb predomini de limfocits T CD4+ i CD8+ i alguns
macrofags. Es va detectar una clara hiperexpressié d’' HLA de classe | i de
mol.lécules associades al processament antigénic endogen (transportador
d'antigens TAP-1) a les cél.lules insulars, el que sugereix un increment de la
presentacié antigénica, otorgant-se aixi un paper actiu a la cél.lula 8. El perfil
de citoquines d'aquest microambient és el caracteristic dels limfocits T
citotoxics: IL2- IL-4, IL-10, perforina i IL-6. Junt a la incidéncia estacional
de la malaltia, la preséncia d'interferons és la dada que recolza l'hipotesi
virica a I'etiologia de la diabetis encara que el mecanisme d'una infecci6 aguda
de les cél.lules & sembla incompatible amb el llarg periode assimptomatic que
precedeix la malaltia. EIl mimetisme mol.lecular entre agents infecciosos i
autoantigens podria induir una reaccié creuada autoimmune dirigida contra
epitops de proteines propies en individus susceptibles. Aquest mecanisme,
que pot estar implicat a la patogénesi d'algunes malalties com la miocarditis
post-viral o la malaltia de Chagas, tampoc s’ha demostrat a la diabetis en la
gue es requeriria una presentacié antigénica apropiada de lantigen
mimetitzat per part de la cél.lula diana i la capacitat d'induir una resposta

proliferativa i no anergizant a la cél.lula T efectora.
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La caracteritzacié dels limfocits autorreactius ha resultat d'especial interes
els darrers anys: a més de definir-se les subpoblacions predominants, s’ha
precisat que possiblement la regulacié de la resposta cap a un component Thl
determina el desenvolupament d'aguesta malaltia (Rabinovitch A et al, 1998).
El recrutament daquestes cél.lules cap als illots és un pas critic a la
patogénesi de la malaltia. Les quimioguines son citoquines que promouen la
migraci6 de cél.lules mononuclears, per el que el trafic cap a la cél.lula diana,
podria associar-se a I'expressio temporal de quimioquines, i que la polaritzacio
de l'expressié de les mateixes per céllules Thl vs Th2 determinaria la
composicié de la insulitis i la posterior destruccié o proteccio de les cel.lules
beta. Una dada interessant: el ratoli transgénic per el gen de MCP-1 sota la
regulacié del gen de la insulina (Grewall IS, 1997) mostra una important
insulitis monocitica sense progressio cap a la malaltia, indicant, per una part,
la influéncia d'aquesta quimioquina en el trafic de linsulitis i, per una altra,
que per ella sola no és capag¢ de provocar l'atac selectiu cap a les cél.lules R.
Resultats d'estudis in vitro indiquen que les cél.lules beta de rata son
capaces, sota l'estimul d' IL-1, d'expressar certes quimioquines que podrien
afectar al reconeixement de la cél.lula beta per part del sistema immunologic

(Chen MC et al, 2001).

11.3.8. Autoanticossos

Durant el periode assimptomatic d'inici i progressido de la destruccié de la
céllula R apareixen anticossos circulants anti-illot, marcadors
d'autoimmunitat humoral que poden ajudar a identificar individus en fase pre-
diabética i posteriorment a distingir aquesta malaltia d'altres formes de
diabetis mellitus. Fins al moment, aguests marcadors serveixen, junt amb les
dades metaboliques, per portar a terme un millor seguiment del pacient.

Els marcadors ICA (Islet Cell Antibodies), descrits al 1975 (Bottazzo GF et

al, 1974), es detecten mitjancant immunofluorescencia indirecta incubant una
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mostra de serum sobre seccions de pancreas normal, i expressant la
concentracié danticossos en unitats JDF (Juvenile Diabetes Foundation).
Engloven tot un conjunt danticossos contra diferents determinants
antigeénics, entre ells GAD (Decarboxilasa de I'acid glutamic), insulina i 1A-2
(proteina tirosin-fosfatasa-like). S’han desenvolupat assatjos mol.leculars
especifics per a la detecci6 de cada anticos, que han estat estandaritzats a
nivell mundial.

La majoria dels pacients pre-diabétics i el 90% dels diabétics presenten
autoanticossos anti-GAD i/o IA-2. Els anticossos anti-insulina sén molt
determinants en nens. La positivitat de varis d’aquests anticossos incrementa
el risc de desenvolupar la malaltia i permet seleccionar als individus en
estudis de prevencio.

Els pacients diabétics tenen céllules T autorreactives contra varis
autoantigens insulars que sugereix que, si bé a la fase inductiva de la diabetis
la resposta aniria dirigida contra un o uns pocs autoantigens, la progressio de
la destruccié requeriria l'accié6 d'una série de mol.lécules (GAD65, GAD67,
ICA512, 1A-2b, GM2-1 gangliosid, CPH, ICA69, Imogen, hsp65, periferina,
sinapsina...) que amplificarien la resposta i donarien pas als autoanticossos
contra mol.lecules de les cél.lules R com a fenomen secundari a l'alliberacio del
contigut citoplasmatic. Cap d'aquests autoanticossos reconeix components de
la membrana de les cél.lules endocrines insulars (ICSA) (Vives-Pi M et al,
1992) pel que es pensa que no desenvolupen un paper citotoxic ni soén
necessaris en experiments de transferéncia de la malaltia.

Un altre parametre immunologic, a més dels autoanticossos, és la determinacié de
limfocits T autorreactius contra antigens insulars. Aquesta tecnica esta

actualment en fase d'estandarizacio (Peackman M et al, 2001).
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11.3.9. Destrucci6 de la cél.lula B

Malgrat lI'expressié en el timus dautoantigens insulars (insulina, glucago i
GADG67) (Sospedra M et al, 1998) algunes cél.lules T autorreactives escapen
a la circulacio periferica. Per a la seva activacié es requereixen certes
condicions microambientals que capacitin les cél.lules T a l'entorn de la
cél.lula diana: freqléncia de precursors especifics autorreactius, estat optim
d'activacié i expressi6 de mol.lécules accessories, accessibilitat de
l'autoantigen i possibilitat de trobar-se amb elements ambientals que
afavoreixin el mimetisme i les reaccions inflamatories.

L'organ diana podria jugar un paper actiu al presentar antigens, o potser seria
un dany inicial de la cél.lula B el que dispersaria els seus autoantigens a
I'entorn on serien presentats per cél.lules presentadores professionals (APC).
Existeixen evidéencies a favor d'aquest Gltim punt ja que en pacients amb inici
clinic de la malaltia s’ha observat hiperexpressié de mol.lecules de la via
endogena (HLA de classe 1, TAPl) i exogena (HLA de classe 11) de
processament i presentacié antigénica, aixi com de mol.lecules d'adhesid
(ICAM-1) encara que els nivells normals d’ MHC classe I serien suficients per
el reconeixement per linfocits T CD8+ autorreactius. Altres mol.lecules
implicades serien les coestimuladores (B7.1 i B7.2) sense les quals no hi ha
activacié de la cél.lula T.

La selectivitat de I'atac és un misteri per resoldre: alguns autoantigens sén
comuns als tres tipus cel.lulars endocrins (Vives-Pi M et al, 1993), no aixi
I'insulina, de la qual I'expressio és exclusiva de la cél.lula B, la qual tindria una
major sensibilitat en front a condicions d'estrés (citoquines, oxidacio etc.)
que les altres cél.lules insulars. Els candidats a efectors de mort cel.lular sén
la perforina (que s’ha detectat als illots infiltrats), granzimes, oxid nitric,

Fas i FasL, TNF, etc. L'atac autoimmune i la persisténcia d’'hiperglicémia
causen un augment de la produccio de radicals lliures pel que una disminucié

de les defenses antioxidants, producte dels anomenats gens de resposta
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protectora (glutation, HO-1, hsp...) pot augmentar la susceptibilitat al dany
cel.lular al no bloquejar lI'apoptosi mediada per NFK-B. L'expressi6é apropiada
d'aquests gens en resposta a les citoguines podria generar una proteccio a la

cél.lula victima augmentant la seva resistéencia.
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11.4. MODELS ANIMALS DE DIABETIS: ESPONTANIS, INDUITS 1

TRANSGENICS

Els problemes amb els que s’ha trobat I'investigacié en el camp de la diabetis
mellitus tipus 1 (inaccessibilitat al teixit diana en el moment de l'inici de la
destruccié autoimmune) s’han intentat solventar mitjancant l'utilitzacié de
diferents models animals. Aquests sén, en general, de facil accés i
manipulacio, i alguns, les anomenades soques, sOn genéticament idéntics.
Permeten la recerca sobre la malaltia a nivell de cinética, induccio,
immunoregulacio, transferéencia, genetica, mecanismes efectors i terapia.

Cal tenir en compte, pero, linterpretacié de les dades procedents dels
models animals donada la complexitat del sistema i el fet que es tracta
d'especies diferents a la humana. L'extrapolacié de les conclusions a I'home no

és possible.

11.4.1. Models animals espontanis de diabetis mellitus tipus 1

Son aquells en que hi ha una aparicié espontania de la malaltia, sense que calgui

induir-la amb cap tractament. La malaltia es produeix regularment en una soca

d'animal, que esta “programada” per desenvolupar-la i que, acostuma a ser

singénica.

En el cas de la diabetis, els models més ben estudiats sén el ratoli NOD (Non

Obese Diabetic) i la rata BB (Biobreeding).

11.4.1.1. Ratoli NOD

El ratoli NOD fou descobert al Jap6 a finals dels anys 70. Desenvolupa un procés

autoimmune que resulta en una diabetis tipus 1 com a conseqliéncia de la destruccio

selectiva de les cel.lules B a una edat temprana (Makino S et al, 1978) i després
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d'un procés apoptotic (O'Brien BA et al, 1997). Al igual que en humans, s'associen a
la malaltia alels especifics de MHC de classe 11 (I1-A) i altres loci ja mapejats (idd)
(Wicker LS et al, 1995). Aquest model presenta insulitis, autoanticossos i resposta
autoimmune contra altres organs endocrins (tiroiditis, sialitis, prostatitis). L'atac
s'inicia a les 3-4 setmanes (insulitis) i la malaltia es manifesta als 3-7 mesos. La
incidéncia de la malaltia és més alta en femelles (60-90%) que en mascles (15-40%)
(Tochino et al, 1986), el que sugereix una influéncia hormonal en el procés. A més,
la castracié dels mascles eleva la incidéncia de diabetis fins a igualar els valors de
les femelles. La diabetis en el NOD és poligénica, és a dir, amb influéncia de varis
gens, un dels quals és de susceptibilitat (Idd-1) i es troba a la regi6 MHC i té una
alta homologia amb el DQw8 huma (Todd JA et al, 1991). Altres gens (1dd-2 fins
1dd-18) es troben fora d'aquesta regié (Podolin PL et al, 1998). La malaltia pot
transferir-se a individus sans a través de limfocits, depenent tant de T CD4 com
de CD8. Al pancreas del ratoli NOD s'han detectat les quimioquines MIP-lalfa,
MIP-lbeta i MCP-1 mitjancant la técnica d' ELISA. L'expressio daquestes
quimioquines estaria associada a l'evoluci6 de la malaltia (Cameron MJ et al, 2000).
El ratoli NOD és la base genética de nombrosos models transgeénics i “knock-outs”,
en els que es determina el paper d'una mol.lécula (induint o bloquejant la seva
expressid) en el desenvolupament de la malaltia.

Aguest model compta amb un “homoleg” resistent a la malaltia, el ratoli “Non
Obese Diabetic Resistant” (NOR) (Prochazca M et al, 1992). El ratoli NOR no
desenvolupa insulitis ni diabetis tot i que el seu genoma és idéntic al NOD en un
88%, incluent l'haplotip H-2g7, altament diabetogénic. Aixo és degut a que en el
12% del genoma diferent al NOD conté al menys 5 loci de resisténcia a la malaltia,

entre ells l'alel 1dd13. (Wong et al, 1999)

11.4.1.2. Rata Biobreeding o BB

Es un model animal de diabetis descobert I'any 1974 en una colonia de rates Wistar

portada per Biobreeding Laboratories (Otawa, Canadd). La incidéncia de diabetis a
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les colonies inicials era aproximadament d'un 10% pero mitjancant creuaments
selectius es va assolir un increment de fins al 60%. Les rates desnvolupen diabetis
entre els 60 i 120 dies d'edat (correspon a la pubertat de la rata) i no hi ha
diferéncia a la incidencia de la malaltia entre mascles i femelles. La manifestacio
clinica és molt semblant a la diabetis tipus 1 a 'hnome. A diferencia del ratoli NOD,
les rates BB no presenten ICA.

Estudis en estadis previs a la manifestaciéo de la malaltia demostren una clara
evidéncia de la paricipaci6 de la immunitat cel.lular a la patogénesi de la diabetis a
la rata BB. (Dean BM et al, 1985)

Mitjancant estudis histologics s’ha pogut detectar una intensa infiltracio dels illots
pancreatics per part de cél.lules mononuclears (insulitis) formada sobretot per
limfocits T activats i macrofags, després de la qual esdevé la destruccié de
cél.lules B. Aquests estudis venen recolzats per experiments ens els quals cél.lules
limfoides de la melsa de rates BB diabétiques, activades amb Concanavalina A (Con
A), podien transferir la malaltia a rates de la mateixa soca susceptibles (Koevary S
et al, 1983) i també a una sublinia de BB resistent (Like AA et al, 1985). El fet que
Con A és un estimulador potent de la produccié de limfoquines per part dels
limfocits T, sugereix la participacié de cél.lules limfoquina-depenents en el procés
de destrucci6 de les cel.lules B. En efecte, es va comprovar que cél.lules de la
melsa de rates BB/W estimulades amb IFN-y, IL-1i IL-2 eren capaces de produir
citotoxicitat sobre cél.lules insulars /n vitro i a més, aquestes cel.lules tenien les
caracteristiques de ceél.lules NK (Pukel C et al, 1987). També els macrofags han
estat postulats com a cél.lules efectores del procés destructiu. Aixd ve recolzat
per experiments /n vivo en que es va poder prevenir la diabetis mitjancant
'administraci6 de silica (que interfereix en la funcié dels macrofags) en rates BB

prediabetiques (Oschilewski U et al, 1985).
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11.4.2. Induccié experimental de diabetis mellitus tipus 1

Els models induits de diabetis tipus 1 s'aconsegueixen experimentalment,

mitjancant els segients métodes:

11.4.2.1. Induccié quirdrgica

El model més classic induit de diabetis en animals és la pancreatectomia, que
consisteix en I'extirpacio total del pancreas. En el cas de gossos, on l'intervencio és
més senzilla que en rosegadors, s’ha demostrat una aparici6 immediata de la
diabetis amb supervivéncia de l'animal de 1 a 12 dies. Aquest méetode és valid per
testar la validesa d'un posterior implantament d'illots en aquests animals, pero

evidentment no presenta cap fenomen relacionat amb l'autoimmunitat.

11.4.2.2. Inducci6 per virus

La diabetis mellitus és una patologia multifactorial influenciada per factors
genetics i ambientals. D'entre aquests darrers es troben els virus, capacos de
comportar-se com a inductors i/o activadors de la malaltia. El desenvolupament de
la malaltia depén del suport genétic de I'hosta i del genoma propi del virus.
Generalment, aquest tipus de diabetis és transitoria i d'una severitat mitja al
ratoli. (Rayfield et al, 1986)

S’ha vist que certes infeccions viriques son relativament especifiques per les
cél.lules B, com per exemple el cas del virus Coxsackie B4, que va ser aillat d'un
pacient mort amb diabetis en fase inicial, i al inocular-lo en ratolins va produir la
diabetis. (Yoon JW et al, 1979)

El Reovirus tipus 1 i el virus de la Rubeola poden, també, induir una sindrome

semblant a la diabetis en ratolins i en hamsters. (Rayfield EJ et al, 1986)
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11.4.2.3. Inducci6 quimica

La destrucciéo de la cél.lula beta es pot aconseguir mitjancant l'administracié

d'agents toxics especifics, com son l'aloxa i I'estreptozotocina.

11.4.2.3.a. Aloxa

L'efecte diabetogen de l'aloxa fou descrit al 1943 per Dunn al observar que la seva
administracié endovenosa en conills, produia hiperglicémia i necrosi de cél.lules
beta selectiva. L'aloxa és una pirimidina amb una estructura similar a I'acid dric i la
glucosa. S'administra generalment per via endovenosa a una dosi de 40-45 mg/Kg.
Inicialment inhibeix la sintesi i secreci6 d'insulina, i posteriorment una necrosi
selectiva de les cél.lules beta amb la subsequent alliberacié dels granuls d'insulina
emmagatzemats. Aquests fendmens provoguen una hiperglicemia inicial,
posteriorment hipoglicemia i finalment una hiperglicémia permanent.

La citotoxicitat de l'aloxa és deguda a la seva rapida acumulacio a l'interior de les
cél.lules dels illots i la formaci6 de radicals superoxids als que la cél.lula beta n'és

molt sensible. (Okamoto et al, 1987)

11.4.2.3.b. Estreptozotocina

L'estreptozotocina (STZ) és un antibiotic aillat del Steptomyces achromogenes i
guimicament es tracta d'un derivat N-nitrés de la glucosamina. Posseeix propietats
antibacterianes, diabetdgenes i antitumorals, i alhora és carcinogenic.

La seva activitat diabetogena fou demostrada per Rakieten al 1963 al administrar-
la per via endovenosa a rates i gossos.

L'administracié endovenosa superior a 50 mg/Kg produeix en 48 hores un sindrom
diabétic al 100% de les rates, per destruccié selectiva de cél.lules beta

pancreatiques. Amb dosis inferiors a 100 mg/Kg es desenvolupa una hiperglicémia
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sostinguda i perllongada, associada a glucosuria, sense cetonuria. Una dosi superior
a 100 mg/Kg produeix un sever estat cetonic i mort als 2-3 dies de I'administracié.
Dosis intermitges de STZ, de 55 a 65mg/Kg, produeixen, a les rates, glicemies 3 a
4 vegades superiors a les normals, associades a hipoinsulinémia sense cetonuria.
Aquests animals sobreviuen sense necessitat de terapia insulinica.

L'administracié d'STZ, histologicament, indueix canvis morfologics a la cél.lula
beta, ja apreciables a les 2-4 hores de I'administracio. Es produeix disminucié dels
tamanys dels nucleols, picnosi del nucli i disrupcié de les membranes dels granuls
de secrecié de les cél.lules beta pancreatiques. Posteriorment es produeix una
necrosi massiva de les cél.lules beta i una diabetis irreversible a les 24 hores. (Bell
et al, 1983)

Les perturbacions fisiologiques generades per I'STZ originen un quadre clinic molt
similar al dels humans amb diabetis tipus 1 no controlada. Es produeix hiper-
glicémia, polidipsia, poliuria i polifagia, i a llarg termini, cataractes bilaterals. Les
proves de tolerancia a la glucosa mostren elevacions glicémiques augmentades i
retorn a valors basals retardats.

En l'estat diabétic cronic induit per STZ, la capacitat secretora d'insulina en
resposta a estimuls glucosats és inexistent o esta severament disminuida i les
concentracions de somatostatina i glucagd estan augmentades.

A llarg termini es produeixen alteracions renals, oculars, sistema nerviés i cardio-

vascular, similars a les dels humans.
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11.4.3. Models animals transgénics de diabetis mellitus tipus 1

La capacitat d'introduir gens funcionals a la linia germinal de mamifers ha estat
aplicat al desnvolupament de models animals encarats a I'estudi de la diabetis tipus
1 humana.

El clonatge del gen de la insulina i la identificacié del seu promotor van fer possible
preparar construccions de diversos gens lligats al promotor de la insulina.
D’aquesta manera, els gens només s'expressarien a les cél.lules  on s'activaria el
promotor de la insulina permetent aixi la transcripcio del gen introduit
artificialment.

En el cas de la diabetis tipus 1 s’ha pogut testar I'efecte de I'hiperexpressio de la
mol.lécula de classe 1 H-?* i de I'expressié de novo de les mol.lécules de classe 11,
I-E® i 1-A°. En els tres casos els ratolins van esdevenir diabétics, perd sense cap
evidéncia de procés autoimmunitari. Aixo s’ha interpretat com a un trencament de
la secrecio insulinica degut a I'hiperexpressio de mol.lecules de MHC. (Parham P,
1988)

La insulina formaria complexes amb el MHC en compartiments pre-secretors i aixo
alteraria la formacio dels granuls i per tant de la secreci6. Un quart model de
transgénic que expressava MHC de classe Il pero en quantitats molt més baixes,
comparable a les expressades als limfocits B, no va donar evidéncia de procés
autoimmunitari ni va desenvolupar diabetis. (Bohme et al 1989)

Un darrer model de transgénic va ser el que incorporava el promotor de la insulina
juntament amb el gen de IFN-y (Sarvetnik et al, 1988). Aquest model presenta una
inflamacidé pancreatica (insulitis) amb expressié de classe 11, presumible
hiperexpressido de classe 1 als illots i desenvolupament de diabetis insulino-
depenent. L'IFN-y és un producte dels limfocits activats i de les cel.lules NK. Sol
ser produit per 'hoste en front d'infeccions virals i bacterianes. Una de les seves
funcions és reclutar i activar els macrofags, que a la vegada produiran radicals

lliures, IL-1 i TNF. Aquest procés destructiu és la consegiiéncia d'una resposta
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autoimmunitaria ja que la destruccié dillots trasplantats en aquest model indica
que I'IFN-y és un mediador de l'activacio de la resposta contra els illots normals.
(Sarvetnik N et al, 1990)

Tot i que hi ha diferencies importants, sembla que el transgéenic amb IFN-y és el
menys diferent a la malaltia humana. Aixd pot ser degut a que I'IFN no només
modularia el MHC sin6 daltres mol.lecules importants en els processos
immunolodgics, com ara algunes mol.lécules d'adhesi6. Hi ha molts més models
d'animals transgénics d'expressido de citoquines a la cél.lula beta, el que doéna
informacio sobre el possible paper d'aquestes mol.lecules en el desenvolupament de
la diabetis autoimmune (Rabinovitch A, 1998).

En definitiva, els ratolins transgénics han estat Utils tot i que cap a reproduit de

manera fidel el procés observat en humans o en el ratoli NOD.
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11.5. TRACTAMENT DE LA DIABETIS INSULINODEPENENT:

INSULINOTERAPIA

Actualment disposem de tres alternatives terapéutiques per al tractament de la
DMID: la terapia intensiva amb insulina, el trasplantament pancreatic i el
trasplantament d'illots pancreatics.

Totes aquestes actuacions terapéutiques van encaminades a extremar el control
metabolic del pacient diabétic ja que s’ha pogut demostrar que quan més estricte
sigui el control metabolic menor ndmero de complicacions apareixen. D’aquesta
manera, els objectius que s'intenten assolir per al control de la diabetis sén el
mantenir el pacient assimptomatic, corregir els trastorns metabdlics dels hidrats
de carboni, greixos i proteines, normalitzar la glicémia de forma permanent, evitar
o retardar les complicacions tardanes de la malaltia, i aconseguir el benestar fisic,
psiquic i social del pacient.

A partir del 1921, en que Banting i Best descobreixen linsulina, aquesta es
comercialitza rapidament. Les primeres insulines que es van obtenir eren de
pancreas de bou o porc. Agquestes contenien substancies toxiques a les que
inicialment s'inculpava de la formacié d'anticossos antiinsulina. Els darrers anys,
I'aparicié de la insulina humana ha obert noves espectatives de tractament. Hi ha
dues formes d'obtenir-la, la insulina biosintética i la semisintética.

La insulina biosintética (recombinant) s'obté per insercio6 del gen clonat de la
insulina dins del DNA de bactéries com E. coli.

La insulina semisintética s'obté al substituir I'aminoacid alanina de la insulina
porcina per treonina. D'aguesta manera s'aconsegueix una menor antigenicitat i la
seva possibiltat ilimitada d'obtenci6.

Des del 1977 es disposa de sistemes electromecanics portatils que fan possible la
infusidé subcutania d'insulina. El control metabdlic que s'obté amb aquest sistema és

notable. S'indica en diabétics inestables, en gestantants diabétiques i en pacients
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amb neuropaties doloroses, entre d'altres. S’ha demostrat que aquesta terapia
intensiva redueix les complicacions microvasculars en un 50-70%. (Felt et al, 1986)
El risc més important d'aquest tipus de tractament és la hipoglicémia, que és 3
vegades major. S’ha de seleccionar el pacient amb cert nivell cultural per que
comprengui les complicacions d'aquest sistema d'administracio (Balibrea et al,

1996).
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11.6. TRACTAMENT QUIRURGIC DE LA DIABETIS:

TRASPLANTAMENT

Els inconvenients i dificultats que té el malalt diabéetic per poder assolir la
normoglicémia permanent mitjancant la insulinoterapia ha requerit el
desenvolupament d'altres mitjans alternatius: el trasplantament de pancreas i el

d'illots de pancreas.

11.6.1. Trasplantament de pancreas

El trasplantament de pancreas pot permetre una adequada regulacié del
metabolisme dels hidrats de carboni degut a que un ingert funcionant produeix
insulina en relacié a les demandes metabdliques del pacient. Aixd podria evitar la
necessitat d'injeccions periodiques d'insulina i les restriccions dietétiques severes,
revertint en una millora de la qualitat de vida, a més de prevenir, estabilitzar i
retardar o reduir les complicacions de la malatia. (Dubernarnd et al, 1989)

El trasplantament té l'objectiu de la normalitzacié de la glicemia mitjancant la
restauracio de la funcio endocrina.

Amb el trasplantament de pancreas s'intenta aportar teixit pancreatic normal que
produeixi insulina segons els requeriments de l'organisme. El trasplantament és
I'tinic métode per intentar assolir la insulinoindependéncia i la normoglicémia en un
periode de temps relativament curt, i a la vegada pot normalitzar les xifres
d’hemoglobina glicosilada, parametre que ens serveix per valorar la normalitzacié
del metabolisme dels hidrats de carboni. (Katz H et al, 1991)

La primera experiéncia en el trasplantament de pancreas és el realitzat per
William Kelly i Richard Lillehei al 1966. Es va practicar un doble trasplantament de
ronyé i pancreas. Donat que no es coneixia la immunosupressio, els primers
trasplantaments, malgrat que van funcionar de forma immediata, van ser rebutjats.
Actualment s’han pogut definir tres tipus de pacients diabetics insulinodepenents

acndidats al trasplantament de pancreas: pacients en dialisi; pacients trasplantats
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renals amb bon funcionament des de fa 3 mesos; pacients diabétics en situacid
preurémica.

El primer grup és el més frequent, de forma que el 90% dels diabétics trasplantats
es fa simultaniament rony6 i pancreas. En el segon grup es corre el risc de la
recurréencia de la malaltia renal al ronyé trasplantat, pel que el nou pancreas podria
ajudar a controlar aquesta complicacié. El tercer grup de pacients son aquells que
encara no tenen complicacions de la seva malaltia, i que per tant fa que s’hagi de
seleccionar molt bé el tipus de pacient i el moment del trasplantament donats els
riscs que aquest comporta.

El tipus dingert que s'esta utilitzant a l'actualitat és el de donant menor de 50
anys, donat que en pacients majors s’ha demostrat la perdua de teixit insular. Es
practica un trasplantament complert de pancreas amb segona i tercera porcions
duodenals, preservat en sol.lucié de Wisconsin.

Pel que fa a la técnica aplicada, els primers trasplantaments eren segmentaris i
amb obliteracio del conducte pancreatic. Amb el temps s'ha vist que la obliteci6 del
conducte excretor pancreatic produeix un estat de pancreatitis cronica que
indueix a una substitucié del teixit pancreatic per teixit fibroés, reduint-se els
illots pancreatics (Dubernard et al, 1978)

Als anys 70 es decideix realitzar el trasplantament amb la glandula complerta i
practicant una derivacio de les secrecions pancreatiques a l'intesti (Groth G et al,
1985). Cap als anys 80 la derivacio es practica a la via orinaria (Gil-Vernet et al,
1986), lo que permetia de determinacié de I'amilassa en orina per a la detecci6 del
rebuig pancreatic. (Nankivell et al, 1990)

Una de les problematiques del trasplantament és [linevitable s
d'immunosupressors, donat que els illots de pancreas en sén altament sensibles. La
major part d'aquests, com els corticoids i la ciclosporina son diabetogens i tenen
altres efectes secundaris a considerar. Una de les pautes més utilitzades a
l'actualitat és la quadruple terapia amb globulina antilimfocitica, ciclosporina,

azatioprina i prednisona. (Gruessner et al, 1996)
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Un altre important aspecte a considerar en el trasplantament de pancreas és
l'identificacié temprana del rebuig. Existeixen molts métodes per al diagnostic del
rebuig, pero, Unicament la biopsia de la glandula ens confirmara el diagnostic, tot i
que no é€s un métode estandaritzat. En el model de la derivacié vessical, mitjancant
una cistoscopia es pot practicar la biopsia, pero a les altres tecniques la via d'accés
és més complexe. D'aquesta manera, a l'actualitat no existeix cap marcador eficac
de rebuig, fet que és el responsable del 30-40% de les pérdues de lingert.
(Konigsrainer et al, 1992)

La mortalitat al trasplantament de pancreas es troba al voltant del 10%. Depén
molt directament de l'edat i l'estat de salut del receptor, objectivant-se un
increment a partir dels 45 anys. Les infeccions son responsables de la mortalitat a
curt termini, mentre que les malalties cardiaques i cerebro-vasculars sén les que
causen la mortalitat a llarg termini.

La complicaci6 immediata més freqlent és la trombosi venosa profunda, destacant
també les fistules duodenals o duodeno-vessicals, I'hematuria i les infeccions
intraabdominals aixi com les sistemiques. L'acidosi metabolica és una complicacio
caracteristica a mig termini dels trasplantaments de pancreas amb derivacio
vessical degut a la pérdua excessiva de bicarbonats per l'orina.

Segons el Registre Internacional de Trasplantaments de Pancreas, el 91% dels
pacients sobreviuen al trasplantament de pancreas, mentre que Unicament el 74%
dels ingerts permaneixen funcionants. Aquesta supervivéncia de la funcionalitat de
I'ingert depén del tipus de receptor, aixi doncs, als pacients amb trasplantament
simultani de pancreas i rony6, la supervivéncia de l'ingert es troba sobre el 76%,
mentre els pacients amb trasplantament previ de ronyd, funcionant o en situacio
preurémica, la supervivencia d'aquest trsaplantament es troba al voltant del 47%.
Aix0 és degut a que en el trasplantament combinat, el rony6 és fonamental per a
l'ajuda del diagnostic precog del rebuig. (Garvin et al, 1991)

Un cop trasplantat el pancreas s'assoleix la normalitzacié del metabolisme dels
hidrats de carbd, millorant de forma ostensible la qualitat de vida del pacient. Pero

la finalitat del trasplantament de pancreas sera també la de corregir o evitar la
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progressié de les lesions secundaries que indueix la malaltia. De manera objectiva
s’ha demostrat l'augment de la velocitat de conduccié que ve a expressar la
neuropatia periferica (Van der Vliet et al, 1988). També s’ha pogut veure que en els
pacients amb un trasplantament renal previ i que aquest comencgava a presentar les
lesions tipiques de la diabetis, amb el trasplantament de pancreas aquestes lesions
han remés. Sobre la retinopatia diabética, el trasplantament té un efecte neutre si
no es practica en la fase prévia a I'estabilitzacié de les lesions.

Es previsible que en un futur immediat es pugui preveure quins pacients
presentaran rebuig i en quin moment. Amb [l'aparici6 peridodica dels nous
immunosupressors i del millor control de les infeccions és desperar la major
supervivencia de l'ingert pancreatic, aixi com el millor control de les infeccions

intercurrents.

11.6.2. Trasplantament d’illots de Langerhans

A l'actualitat, el trasplantament d'illots de pancreas, és una alternativa terapéutica
a la diabetis mellitus insulinodepenent. El principal objectiu daguest tipus de
tractament és el d'implantar la suficient quantitat de teixit insular funcionant en
pacients insulinodepenents, i el més preco¢ possible, per evitar les complicacions
propies de la malaltia.

El trasplantament d'illots de pancreas es tracta d'un tractament més fisiologic,
donat que no es trasplanta teixit exocri, causant de gran part de la
morbimortalitat. A més té l'avantatge que els illots poden ser tractats préeviament
al trasplantament, per daguesta manera poder reduir I'immunogenicitat, el que
previsiblement fa pensar que el requeriment d'immunosupressors sigui menor. Es
tracta d'una tecnica amb molta menor agressivitat que la propia del trasplantament
d'organ complert, pel que s'‘esperaria també tenir un menor ndamero de
complicacions. La creacié de bancs per a I'emmagatzament i preservacié d'illots

pancreatics obre una porta per a laplicacio a gran escala daguest tipus de
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trasplantament. Aquest tipus d'ingert també té una série de problemes que fan que
la generalitzaci6 d'aquesta técnica no sigui absoluta, com s6n el rebuig immunologic,
el risc de contaminaci6 i el gran requeriment de teixit insular necessari per al

trasplantament.

11.6.2.1. Antecedents historics

Els primers trasplantaments d'illots pancreatics es van realitzar en rates
isogeniques, al fetge, a través de la vena porta (Ballinger et al, 1972). S'observa
que les rates pancreatomitzades normalitzaven el nivell de glucosa en sang. Es
demostra que a les rates diabetiques es podien prevenir les lesions degudes a la
hiperglicemia, i que les lesions primaries revertien gracies al trasplantament
d'illots (Mauer et al, 1974).

També es van fer trasplantaments dillots de pancreas a la melsa de gossos
pancreatomitzats, que normalitzaven les glicemies (Mauer et al, 1976). Estudis
posteriors indicaven que l'autotrasplantament d'illots al fetge, a través de la vena
porta, en gossos pancreatomitzats, tot i que inicialment aconseguien normalitzar
les glicemies, perdien la seva funci6 al cap d'uns mesos (Alejandro et al, 1986).
Estudis més recents, en gossos, semblen indicar que passats uns anys post-
trasplantament, els illots implantats directament a la melsa funcionen millor que
els implantats a través de la vena porta (Warnock et al, 1988).

Els primers intents historics de trasplantament d'illots en humans es produeixen al
1977 (Hegre et al, 1977), pero no va ser fins al 1980 quan es va assolir per primera
vegada la independéncia insulinica (Largiader et al, 1980). El trasplantament es
realitza en una pacient de 32 anys, diabética des dels 12 i amb insuficiencia renal.
Se li van alotrasplantar uns 200.000 illots mitjancant injeccio intraesplenica
conjuntament amb un rony6 procedent del mateix donant. Nou mesos post-
trasplantament era independent de la insulina, perd 20 mesos després mori de
forma subita.

L'any 1987 es van realitzar 5 trasplantaments d'illots pancreatics amb una puresa

del 20-40% a la vena porta de pacients diabetics d'edats entre 25 i 41 anys, i amb
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una duracié de la malaltia d'entre 17 i 34 anys. Posteriorment al trasplantament
presentaven nivells de Péptid-C en sérum, perd amb quantitat insuficient, requerint
insulina exogena (Alejandro et al, 1987).

El grup de St. Louis (Lacy et al, 1987), va realitzar 6 trasplantaments d'illots
pancreatics en pacients diabetics que ja havien estat trasplantats amb un ronyd.
Es van injectar de 100 a 200.000 illots amb un 20% de puresa al parénquima de la
melsa. Tan sols es van detectar increments del Péptid-C en el serum de 3 pacients
que van fer disminuir les necessitats d'insulina exogena durant els 3 mesos
posteriors al trasplantament.

Els fracassos repetits van provocar el plantejament de les possibles raons per les
quals lingert no funcionava. Una d'elles era la falta de métodes per obtenir illots
en quantitat i puresa suficient. Fou a partir de [laplicaci6 de la técnica
desenvolupada per Ricordi (Ricordi et al, 1988) que es van comencgar a observar les
diferéncies. Aquestes es veuen reflexades al Registre Internacional de Trasplant.
Si s'estudien els resultats dels 178 trasplantaments d'illots realitzats entre els
anys 1983 i 92, s'observa que només un 20% presentaven nivells de Péptid-C
positius (nivell en plasma > 1 ng/ml durant més d'un mes) i un 11% van assolir la
independéncia insulinica transitoria. Si s'estudien les dades a parir de 1990,
moment en el que es comenca a aplicar la técnica d'aillament de Ricordi, s'observa
que el 65% dels pacients presentaven nivells de Peptid-C positius i que un 22%
assoliren la independeéncia insulinica transitoria. Aquestes dades van demostrar que
era necessaria una millora de les técniques per a l'obtencié d'illots, per aconseguir

un bon rendiment dels illots trasplantats.
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11.6.2.2. Trasplantament d’illots experimental

Al 1972, es desenvoluparen els métodes daillament d'illots de pancreas de
rossegadors. S'aprofita aquesta metodologia per fer els primers trasplantaments
dillots en rossegadors diabétics, demostrant-se que l'estat de diabetis es podia
revertir a la normalitat i que les complicacions derivades de la diabetis eren
previngudes o revertides (Ballinger et al, 1972).

No obstant, una dificultat adicional a I'éxit del trasplantament d'illots de pancreas
en humans diabétics tipus 1 i en animals que pateixen una diabetis espontania
similar a la diabetis humana, és la condicié autoimmune de la malaltia. Aquest fet
implica la possibilitat que els illots trasplantats poden, igual que els propis, ser
destruits pel procés autoimmune cronic de la malaltia o bé pel procés de rebuig
inherent a l'implantacié de teixit de MHC diferent al propi (Eissenbarth et al,
1996).

Al 1963 Rakieten demostra que l'estreptozotosina (STZ) induia la diabetis quimica
(Rakieten et al, 1963). La STZ és un antibiotic aillat del Streptomyces
Achromogenes, varietat Streptozoticus i quimicament es tracta d'un derivat N-
nitrés de la glucosamina. Posseeix propietats antibacterianes, diabetogéniques,
antitumorals i alhora és un composat carcinogénic. Produeix un sindrom diabetic al
100% de les rates a les 48 hores de la seva administracio endovenosa, mitjangant
la destrucci6 selectiva de cél.lules beta pancreatiques. També s’ha demostrat el
seu efecte diabetogen mitjancant I'administracid intraperitoneal a dosis baixes, en
ratolins (Like et al, 1976).

Amb el desenvolupament de la tecnica d'obtencié d'illots en rossegadors mitjancant
la digestio amb col.lagenasa, es van practicar els primers trasplantaments d'illots
pancreatics. Els illots es trasplantaren a la cavitat peritoneal o a la massa muscular
de la cuixa de rates diabetiques mitjancant l'injecciéo de STZ. Es va aconseguir la
reduccié de l'hiperglicémia (Ballinger et al, 1972).

Estudis de diferents llocs d'implant dels illots en rossegadors van demostrar que

els illots subcutanis no son funcionants, mentre els injectats a través de la vena
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porta produien i mantenien la normoglicemia en el receptor del trasplantament
(Kemp et al, 1973).

Posteriorment es va demostrar en rossegadors que els illots alogenics trasplantats
eren rapidament rebutjats, independentment que aquests illots fossin fetals,
neonatals o adults.

Entre els agents immunosupressors que es van utilitzar en aquests estudis hi havia
l'azatioprina i el sérum anti-limfocitari (ALS) que produien una moderada
prolongacié de la supervivéncia de [laloingert intraportal dillots, mentre la
metilprednisolona no produia cap efecte (Market et al, 1976).

L'implantacié intraperitoneal de grans quantitats de teixit pancratic neonatal de
rata ha demostrat revertir la diabetis a la rata (Leonard et al, 1974). També sha
aconseguit la normoglicémia en rates diabétiques trasplantant de 3 a 4 pancreas
fetals de rata sota la capsula renal (brown et al, 1981). Aquests descobriments sén
de gran importancia respecte on fer l'implant a I'home, ja que fisioldgicament
quantitats menors de teixit insular poden ser requerides per aconseguir la
normoglicémia en receptors diabéetics si es trasplanten al sistema venés portal
comparat amb el sistema vascular sistémic.

La capsula renal, aixi com la melsa, han estat ubicacions favorables per a
implantaci6 d'illots, degut a que la técnica quirargica no ha estat massa
complicada, es pot controlar visualment l'introduccio d'illots, i a més, sén organs
molt adequats per al posterior estudi histologic (Houwing H et al, 1997).

S’ha descrit una pérdua gradual del control metabdlic dels illots intraportals
(Hiller et al, 1991) que pot ser deguda a l'inervaci6é defectuosa de l'ingert, nimero
insuficient, pérdua progressiva de cél.lula beta trasplantada, o baixa viabilitat
inicial dels illots.

Un altre dels models d'implantaci6 dels illots pancreatics ha estat
microencapsulats dins de céllules de Sertoly a la cavitat peritoneal. S'ha
comprovat que amb aguest metode el funcionalisme de I'ingert ja es pot detectar

entre el quart i sisé dia del trasplantament. La cel.lula de Sertoly produeix factors
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immunosupressors a nivell local exercint un efecte immunoprotector (Yang H et al,
1999).

Aix0 indica que els ingerts d'illots han de cumplir uns criteris quantitatius i
qualitatius previs al trasplantament, que han de ser determinats, ja que la
composicio cel.lular i la viabilitat dels ingerts pot variar considerablement d*una
preparacio a una altra.

L'habilitat dels ingerts per sobreviure en el lloc d'implantaci6 depén, entre
d'altres factors, de la capacitat dels illots trasplantats per reorganitzar-se en el
lloc d"implantacid, desenvolupar terminacions nervioses i revascularitzar-se, amb la
formaci6é de capil.lars de novo (Mendola JF et al, 1997). Un periode perllongat
d'isquemia de la cel.lula beta trasplantada implica la seva necrosi i la falta de
funcié primaria de I'ingert.

La revascularitzacio dels illots trasplantats es dona a tots els llocs d"implantacié
examinats (fetge, ronyd, mascul), tot i que I"angiogénesi és més rapida si l"ingert
d'illots esta implantat pel sistema vascular portal o en organs molt vascularitzats,
com la melsa (Sandler et al, 1987).

S'ha descrit que I"hiperglicémia cronica i I'"administracié de determinats farmacs
immunosupressors al receptor, aixi com periodes de cultiu dels illots superior a 24
hores poden afectar al fluxe sanguini dels illots implantats a la capsula renal o al
fetge (Jansson et al, 1989). No obstant, existeixen discrepancies en aquest
aspecte, explicades per les diferents técniques utilitzades en la determinacié de
I"angiogénesi (Mendola et al, 1994).

Les bases mol.leculars de I'abséncia de funcié primaria de I'ingert d'illots encara
no es coneixen. S'ha atribuit un paper critic als mediadors inflamatoris com les
citoquines i radicals lliures produits localment. S*ha descrit que existeix produccié
local d*oxid nitric (NO) associat a inflamacié inespecifica degut al procediment
quirdrgic del trasplantament i als macrofags del receptor que intervenen a la
resposta immune al rebuig (Market et al, 1995). Aquesta produccié d'NO és
deguda a I'activitat d"una isoforma induible per citoquines de I'enzim sintetasa de

I"NO (iNOS). ElI NO produit per iNOS en el microambient de I'ingert d'illots, aixi
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com el produit en els propis illots, contribueix a I"abséncia de funcio primaria dels
illots trasplantats, ja que el NO inhibeix la secreci6 d'insulina de la cel.lula beta.
S'ha demostrat que |'administracié in vivo d'inhibidors de la producci6 d*'NO
milloren I'implantacié de I"ingert d'illots i prevenen la falta de funci6 primaria

(Stevens et al, 1994; Stevens et al, 1996).

11.6.2.3. Diferents localitzacions de l'ingert

L'éxit del trasplantament d'illots pancreatics depen de diversos factors, d'entre

els quals el lloc d'implantacié n'és de gran importancia. Es per aquest motiu que s’ha

experimentat el trasplantament a multiples localitzacions per intentar-ne millorar

el rendiment.

El fet que s'hagi intentat l'implantaciéo dillots a tan diverses localitzacions és

significatiu, ja que és signe inequivoc que encara no s'ha trobat l'orga o localitzacio

optima.

Les caracteristiques histologiques (vascularitzacid, inervacio, tipus d'epiteli, ...),

fisiologiques  (secrecions, pH, nutrients,..), funcié immunoldgica (organs

immunoldgicament privilegiats), aixi com l'accessibilitat, determinen lI'éxit o fracas

del lloc d'implantacid.

Les localitzacions més experimentades i, per tant, més acceptades son, el fetge,

mitjancant la injeccié d'illots per via portal, i la capsula renal.

Els llocs que es consideren immunologicament privilegiats fins a l'actualitat son el

cervell, I'ull, els testicles i I'Gter. En aquests llocs, en principi, els antigens no creen

respostes immunitaries destructives.

Destacarem algunes de les localitzacions experimentades en rates:

e Capsula renal: Nombrosos estudis demostren bons resultats a llarg termini en
el trasplantaments d'illots de pancreas a la capsula renal. La supervivencia de
l'ingert és superior a la del trasplantament per via portal, perd requereix un

major namero d'illots per assolir la normoglicémia (Jaeger C et al, 1995).
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Fetge: Al igual que el trasplantament subcapsular renal, el trasplantament
d'illots al fetge per via portal ha estat el més estudiat, obtenint bons resultats.
Sembla que assoleix la normoglicémia més rapidament i amb menys illots, perd
la supervivéncia de lingert és més curta (Jaeger C et al, 1995). Es el lloc
d'implantacio utilitzat en humans.

Melsa: S’han fet diversos estudis comparant l'ingert a nivell de capsula renal,
intrahepatic i a melsa, mostrant funcionalitat similar, i demostrant-se que la
funcié és depenent del numero d'illots i del manteniment d'una correcta
oxigenacio (Carlsson PO et al, 2001 / Van Suylichem PT et al, 1994).

Uter: Un estudi compara l'efecte del trasplantament d'illots a I'Gter, com a
orga potencialment immunologicament privilegiat, amb el trasplantament a
cavitat peritoneal. Les rates del primer grup, tot i que inicialment normalitzen
les glicemies, tornen a ser diabétiques als 20 dies del trasplantament.
Histologicament s'observa un descens progressiu dels illots adherits a la
cavitat uterina. Es conclou que no s’ha obtingut una supervivéncia a llarg termini
dels illots trasplantats a I'iter (Sakonju I et al, 1994).

Testicle: Nombrosos estudis demostren que el trasplantament dillots als
testicles assoleix la normoglicémia mantinguda, i que el xenotrasplantament és
més favorable als testicles en comparacio amb el fetge, rony6 i melsa, motiu pel
gue es postula que es tracta d'un orga immunologicament privilegiat (Bobzien B
et al, 1983 /7 Ar'Rajab A et al, 1994).

Timus: Donada la funci6 del timus en el reconeixement i adquisicié de
tolerancia pels antigens propis, nombrosos estudis presenten la supervivéncia
dillots trasplantats a aquest orga, sense necessitat d'immunosupressors. No
obstant, els illots trasplantats no aconsegueixen normalitzar les glicémies a la
majoria dels casos, si s'implanten un nimero similar d’illots que al rony6 o fetge
(Rayat GR et al, 1997).

Subcutani: Fins a finals dels anys 90 els intents de trasplantament al teixit
subcutani havien fracassat. Es justificava per linsuficient aport d'oxigen.

Estudis posteriors, utilitzant factor de creixement dels fibroblasts (bFGF),
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com a factor que indueix la neovascularitzacio, i amb els illots envoltats per una
capsula, han obtingut bon resultats (Kawakami Y et al, 2000 / Gu Y et al, 2001).
Muscul estriat: Es utilitzat en un estudi en que l'objectiu és determinar la
importancia de la contaminacié de lingert amb teixit exocri. S'observa que
aquest dificulta la neovascularitzaci6 de l'ingert (Heuser M et al, 2000).
Cavitat pleural: Com les cél.lules pancreatiques requereixen un important
aport d'oxigen, s'observa una elevada mortalitat cellular després d'un
trasplantament d'illots. Kaur et al proposen la cavitat pleural com una font
ilimitada d'oxigen per difusid, i per tant no depenent de I'aport vascular (Kaur S
et al, 2000).

Intracerebral: Tze WJ et practiquen alotrasplantaments d'illots al cervell de
rates per demostrar que és un orga immunoldgicament privilegiat. Les troballes
histologiques afavoreixen aquesta hipotesi (Tze WJ et al, 1984).

Cisterna Magna: Un experiment demostra en un nimero reduit de ratolins que
l'alotrasplantament d'illots a la cisterna magna (guiat per estereoataxia) pot
ser un lloc immunologicament privilegiat, donat que manté les normoglicémies
per un periode de 210 dies (Lee HC et al, 1992).

Ventricles cerebrals: Shan fet estudis per intentar comprovar si era una
localitzaciéo immunologicament privilegiada. En rates singéniques s'’ha assolit la
normoglicémia, mantinguda durant més de 34 setmanes, pero
l'alotrasplantament ha demostrat que no és una localitzacié immunologicament
privilegiada (McEvoy RC et al, 1983).

Cavitat peritoneal: Varis estudis demostren que lI'implant peritoneal dels illots
pot normalitzar la glicémia de rates diabetiques (Fritschy WM et al, 1991).
Mesenteri intestinal: Hi ha poca experiéncia, perdo sembla que es pot
normalizar la glicémia en aquest tipus de trasplantament (Behme MT et al,
1994).

Epiplon: Es van encapsular illots a I'epiplon, obtenint una normoglicémia
mantinguda. Al extirpar aguestes bosses d'epiplon hi havia un rapid retorn a la

situacio de diabetis (Yasunami Y et al, 1983).
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Budell prim: L'experiéncia és minima i per tant no se'n poden treure
conclusions (Sageshima J et al, 2001).

Recte: Experiéncia anecdotica (Lim SM et al, 1994).

11.6.2.4. Problematica del trasplantament d’illots

El trasplantament d'illots pancreatics hauria de substituir el trasplantament de

pancreas per al tractament de la diabetis mellitus, donat que és més facil

dimplantar i es substitueixen Unicament les cél.lules malaltes. No obstant,

nombrosos son els problemes que han anat presentant-se en aquest tipus de

trasplantament. Afortunadament, sembla que els darrers resultats sén més

esperancadors. Enumerarem alguns dels principals problemes als que feiem

referéncia:

1.

Numero dillots: Quantitat d'illots necessaris per assolir la normoglicémia a la
majoria dels trasplantats. Alguns factors, com l'orga on es trasplanta i la
puresa dels illots poden afectar aguesta variable.

Puresa de les cél.lules trasplantades: La contaminacié amb cél.lules exocrines
dificulta I'angiogénesi de I'implant (Heuser M et al, 2000).

Oxigenacid de l'ingert: Donat que les cel.lules pancreatiques tenen una elevada
despesa energetica, després de lI'implant es produeix una elevada taxa de mort
cel.lular, ja que no hi ha hagut temps per a l'angiogénesi (Kaur S et al 2000). El
trasplantament en organs ricament vascularitzats afavoreix la supervivéncia de
lingert.

Temps disquémia: Com en qualsevol altra orga trasplantat, el temps entre
I'extraccio¢ i 'implant és de gran importancia.

Localitzaci6 de lingert: Diverses localitzacions s’han mostrat bones per al
trasplantament d'illots, pero es segueix experimentant per trobar el lloc que,
idealment, hauria de ser de facil accés, ben oxigenat-vascularitzat i

immunoldgicament privilegiat.
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6. Immunosupressio: Les pautes immunosupressores han variat molt darrerament i
sembla que pot ser el motiu dels darrers éxits en el trasplantament d'illots en
humans. Sembla que I'eliminar els corticoids (diabetogens) de les pautes millora

el control de les glicémies.

11.6.2.5. Trasplantament d’illots en humans: situacié actual

El nimero total d'alotrasplantaments entre 1974 i 31 de desembre de 2000 és de
493. De 1974 a 1989 n’hi ha 99, amb pitjors resultats, i a partir d'aguesta data n'hi
ha 394, amb resultats més optims, gracies a l'aplicaci6 de les téecniques de
purificacié d'illots de Ricordi (Ricordi et al, 1988).

Si bé els resultats actuals, en el que a la funcié dels ingerts es refereix, sén
millors que els de la década dels 80 quan tan sols el 20% presentava funcionalitat
dels illots a la setmana del trasplantament, encara estan lluny dels resultats que
s'obtenen amb el trasplantament de pancreas.

Fins al 31 de desembre de 2000 s’han practicat 241 trasplantaments d'illots a 18
institucions nord-americanes, 246 a 30 institucions europees i 6 a d'altres paisos,
gue sumen els 493 practicats fins aquesta data. El nimero total de pacients
diabeétics que han assolit la insulinocindependéncia per un periode de >1, >3, >6, > 12,
>36, >48 i > de 60 mesos és de 66, 62, 54, 40, 22, 11, 6 i 2, respectivament.

Amb la millora en les técniques daillament i purificacié d'illots, i el continu
intercanvi d'experiéncies entre els diferents centres, ha augmentat
considerablement el nimero de trasplantaments d'illots a la practica clinica.

Si s'analitzen les dades del periode entre I'l de gener de 1990 i el 31 de desembre
de 2000, s'observa que, en pacients amb diabetis mellitus tipus 1 i en pacients
diabétics post-pancreatectomia total, amb Péptid-C negatiu pre-trasplantament,
els que presenten nivells de Péptid-C > 0.5 ng/ml al mes del trasplantament i els
gue assoleixen la insulino-independéncia durant més d'una setmana, en el periode de

1985 a 89 (n=28) eren 36% i 7%, respectivament, mentre de 1990 a 93 (n=82) era
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del 71% i 16%, respectivament. De 1994 al 97 (n=118) era del 68% i 15%,
respectivament; i de 1998 a 1999, era del 95% i 19%, respectivament.
Els millors resultats en la funcionalitat s'expliquen pel esforcos realitzats en la
millora de les técniques d'aillament i purificacio, el control de qualitat dels illots
previs al trasplantament, I'eliminacié dels factors adversos en els primers dies del
trasplantament i la millora dels protocols d'immunosupressio. També s'estan fent
esforcos per intentar augmentar el nombre d'illots trasplantats d'un sol pancreas
donant.
Seguint en l'analisi dels resultats dels 237 trasplantaments realitzats entre 1990 i
1999, s'observa que la supervivéencia a un any dels pacients és del 96%, la
supervivencia de l'ingert a un any (definida per la concentraci6 basal de Péptid-C >
0.5 ng/ml), és de 41%, i I'11% dels pacients assoleixen la insulino-independéncia a
I'any del trasplantament.
L'establiment de la independéncia insulinica s'afavoreix pels seguents aspectes:

a) temps de preservacio dels illots < 8 hores

b) trasplantament de > 6000 illots per Kg de pes del receptor

¢) induccié d'immunosupressié amb anticossos mono o policlonals de cél.lules T

d) trasplantament al fetge via portal
67 dels 237 pacients trasplantats presenten totes aguestes caracteristiques. 58
dels 67 (87%) presentaven nivells basals de Péptid-C > 0.5 ng/ml, 44 de 60 (73%)
presentaven nivells de Hb Alc (glicosilada) < 7%, i 13 de 60 (22%) eren insulino-
independents amb més d'un any de seguiment (Brendel M et al, 2001).
La majoria daquests trasplantaments <shan efectuat amb  pautes
immunosupressives que combinen globulina nti-limfocitica, ciclosporina, azatioprina
i glucocorticoids (Brendel M et al, 1999).
Recentment, el grup del Dr James Shapiro de la Universitat d'Alberta ha fet
public un experiment clinic, anomenat Protocol d'Edmonton, en que s'introdueixen 2
variants importants: es millora la técnica de depuraci6 i implantacié d'llots i, en
segon lloc, una terapia immunosupressora sense corticoids ni ciclosporina, per

evitar el dany sobre la cél.lula beta i la induccio de la resistencia periférica a la
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insulina. S’han utilitzat combinacions de Sirolimus, baixes dosis de Tacrolimus i un
anticos monoclonal contra el receptor de la interleucina-2 (Daclizumab). El pacient
es beneficia d'una curta estada hospitalaria i d'una intervencié radiodirigida amb
anestesia local. L'implantacié es pot repetir en funcié de la resposta aconseguida.
La serie publicada, tot i que curta, presenta excel.lents i esperancadors resultats.
A 17 pacients se'ls van trasplantar un minim de 9000 illots/Kg. 12 (80%) eren
insulinoindependents a l'any i les complicacions van ser poc importants (trombosi
portal parcial, sagnat portal per la puncié percutania, transaminitis) i no s'ha
produit cap mort (Shapiro J et al, 2000) (Ryan EA et al, 2002).

A diferéncia del que succeeix amb l'alotrasplantament, l'autotrasplantament d'illots
de pancreas ha assolit amb major freqiéncia la insulinoindependéncia del receptor.
Segons el Registre Internacional de Trasplantaments, fins al 31 de desembre de
2000 s’han realitzat 240 autotrasplantaments. En el periode de 1990 a 2000 s'ha
assolit la insulinoindependencia a l'any del trasplantament en el 47% dels pacients,
que arribava al 71% si s’havien trasplantat més de 300.000 illots.
L'autotrasplantament s'ha practicat, sobretot, en pacients amb pancreatitis
cronica dolorosa. Se'ls practica una pancreatectomia total seguida per l'aillament
d'illots i la seva infusid per via portal a les poques hores de l'intervenci6. Aguesta
dada és important ja que significa que es pot assolir la insulinoindependéncia amb
els illots obtinguts d'un sol donant, i que la massa critica d'illots es troba al voltant
dels 250.000-300.000. Tot i aix0 s’ha de tenir en compte que sén un grup de
pacients molt particulars ja que no es donen factors com I'abséncia de rebuig, la no
administracié d'immunosupressors potencialment perjudicials pels illots, I'abséncia
d'autoimmunitat contra els illots pancreatics, I'extraccié amb la pancreatectomia
de cél.lules alfa productores de glucagd, o I'abséncia d’anys d’hiperglicémia i de les
complicacions de la diabetis en el receptor que podrien dificultar I'implantacié dels
illots.

Aixi doncs, si bé el rebuig dels illots sembla que juga un paper fonamental en

I'escassa supervivéncia dels illots trasplantats, no s'entén bé per que la mateixa
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pauta immunosupressora que permet obtenir la insulinoindependéncia al 80% dels

trasplantaments de pancreas tan sols ho aconsegueix al 7% dels illots trasplantats.
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11.7. LES VESICULES SEMINALS COM A ORGAN HOSTE

11.7.1. Anatomia i fisiologia de les vesicules seminals

11.7.1.1 Humans

Son formacions tubulars enrotllades sobre si mateixes, d'uns 5 a 10 cm de longitud,
amb aspecte exterior vesiculés, profundament situades a la pelvis, en intima
relaci6 amb la cara posterior de la bufeta, sobre la prostata, i per fora de
I'extremitat ampullosa dels conductes deferents. La seva direccié és obliqua cap a
baix i dintre, i no son directament explorables al tacte rectal.

Presenta una estructura histologica tricapa (mucosa, muscular i adventicia). La
mucosa, que presenta marcats replecs longitudinals, esta formada per un epiteli
columnar pseudoestratificat amb estereocilis i cél.lules basals, a més d'una fina
lamina propia. La capa muscular és molt compacta i formada per 2 estrats de
muscul llis. L'adventicia destaca per la riquesa en vasos i filets nerviosos que
profunditzen a la capa muscular, a la que abunden les terminacions neuromusculars.
La llum de la vesicula presenta un aspecte trabeculat (Patel B et al, 2002).

Son glandules anexes de l'aparell genital masculi i tenen la missié de segregar el
vehicle fisic per al transport dels gamets. La seva secrecié discretament alcalina
protegeix els gamets de l'acidesa vaginal, i el seu alt contingut en fructosa
garanteix I'energia necessaria per la motilitat dels espermatocits. Altres elements
continguts a les vesicules seminals sén també estimuladors de la motilitat de
I'espermatocit: el potassi, el bicarbonat, el magnesi la 19-OH-prostaglandina i la
prolactina (Gonzales GF et al, 2001). La preséncia de prostaglandines en el liquid
vesicular, que equival al menys al 50% de I'ejaculat, a més de l'efecte estimulador
de la motilitat de I'espermatocit, té un efecte estimulador sobre la fibra llisa del
tracte genital femeni. L'd0rgan de la coagulacié actua coagulant el semen liquid que
arriba dels testicles. Aquest pas és important per que tots els espermatozous

entrin en contacte amb tots els ingredients del semen. Les vesicules seminals
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també tenen la funcié d'incrementar l'estabilitat de la cromatina espermatica i
suprimir l'activitat immune en el tracte genital femeni.

Les vesicules seminals secreten insulina o peptids similars a la insulina fent que la
concentracio d'aquesta al liquid seminal sigui superior a la de la resta del plasma. El

significat funcional d'aquest fet és desconegut (Gonzales GF, 2001).

11.7.1.2 Rates

Respecte les vesicules seminals humanes, destaca el seu gran tamany en proporcio
a organs contigus com la prostata o la bufeta orinaria. Cada glandula mesura de 17
a 25 mm en l'eix longitudinal, 8-11 mm en l'eix transversal i 5-6 mm en l'eix antero-
posterior. El pes varia entre 0.7 i 1.5 grams. La seva ubicacio és dorsolateral a la
bufeta orinaria i esta en contacte amb el recte a la seva cara posterior. La cara
concava (medial) esta en contacte amb I'6rgan de la coagulacio. Excepte en aguesta
cara, tota la glandula esta recoberta de peritoni. El conducte excretor, orientat
caudalment esta en intim contacte amb el Iobul dorso-lateral de la prostata. El
conducte excretor transcorre dorsal al conducte deferent fins que arriben a una
comu desenvocadura, I'ostium ejaculador.

L'organ de la coagulacit es troba a la cara concava de les vesicules seminals i esta
unit a aquestes per teixit connectiu. S6n un conjunt de 5 a 6 tubuls. L'0rgan mesura
uns 3 a 6 mm i pesa de 40 a 110 mg. El llarg i estret conducte excretor transcorre
lateral i ventral al conducte deferent i desenvoca craniolateral a l'ostium
ejaculador. La paret més interna de I'drgan forma profunds solcs i septes que
subdivideixen la llum en nombroses criptes.

L'hili vascular entra per lI'orga de la coagulaci6 i es bifurca en una arcada que irriga
tota la vesicula seminal.

Histologicament, la glandula esta envoltada per una fina capa muscular uniforme.

L'epiteli glandular esta format per una monocapa de cel.lules columnars altes que
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contenen granuls secretors. També es troben, entre les cél.lules columnars altes,

algunes cél.lules columnars baixes.

Figura 1. Aparell genital masculi de rata. Les vesicules seminals destaquen pel seu gran tamany. A la
part concava de les vesicules s'observa l'orga de la coagulacié.
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Figura 2. Vesicules seminals de rata. Per l'orga de la coagulaci6 transcorren els vasos principals, que
es bifurquen en maltiples col.laterals que irriguen la vesicula seminal.
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11.8. PERSPECTIVES FUTURES EN EL TRACTAMENT DE

LA

DIABETIS

Actualment no existeix la prevencié enfront la diabetis tipus 1, tot i que n'és
la finalitat dels recents assatjos clinics d'administracié d’'antigens insulars: un
cop detectada de forma precoc¢ la destruccié de les cél.lules productores
d'insulina, es puguin aplicar tractaments de tolerancia que serveixin per
impedir el desenvolupament de la malaltia, com és el cas de l'administracié
d'insulina a través de les mucoses. No es coneix com podria actuar, pero seria
com a immunomodulador, induint tolerancia o afavorint el repos de la cél.lula
R. Una altra estratégia és linvestigacié de substancies que previnguin la
destruccié dels illots, com la nicotinamida, o que puguin regenerar els illots,
com els derivats del tungste.

Els pacients amb diabetis tipus 1 depenen de l'administracié d'insulina
exogena per a controlar els seus nivells de glucosa. Per augmentar la qualitat
de vida i disminuir el risc de complicacions secundaries, les perspectives de
futur s'enfoquen cap a camps revolucionaris com la terapia genica, les
cel.lules pluripotencials o “stem cells” i el trasplantament d'illots. En tot cas,
es pretén aconseguir una font d'insulina enddgena amb regulacié metabdlica.
La investigacio sobre la diabetis és un camp prioritari per la seva prevalenca i
gravetat. Es d'esperar que els propers avengos en aquest camp aconsegueixin
determinar les causes de la diabetis tipus 1 i aconseguir la seva prevencié
mitjancant l'aplicacié de vacunes o tractaments de tolerancia eficacgos.

Aprofondirem sobre algunes de les arees d'investigaciéo de més actualitat:

11.8.1. Immunomodulacié d’illots pancreatics

En animals d'experimentacid, principalment ratolins i rates, s’han descrit multiples

formes dimmunomodulacié dels illots que han permés el trasplantament sense

necessitat de mantenir un tractament immunosupressor per sempre. Entre d'altres
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s’han descrit el cultiu dillots en condicions de temperatura o atmésfera
especifigues abans del trasplantament (Jaeger C et al, 1994); la irradiacié dels
illots (Kimura T et al, 1994); el tractament dels illots amb anticossos especifics
anticel.lules dendritiques (Goss et al, 1996); o el blogueig dels antigens del sistema
major d’histocompatibilitat classe I (Osorio RW et al, 1993). El trasplantament
dillots en llocs immunoprivilegiats, com el cervell o els testicles (Barker et al,
1977) (Selawry HP et al, 1984) o la inducci6 de tolerancia del receptor
trasplantant els illots al timus (Lakey JRT et al, 1996) també ha permés la
supervivencia de lingert sense immunosupressio. La prevenciéo del rebuig s’ha
assolit sobretot en ratolins, essent més dificil en rates. En humans, aquestes
opcions en alguns casos no son viables i possiblement tampoc permetrien subtituir
el tractament immunosupressor (Benhamou PY et al, 1998).

En el cas del testicle, diversos treballs han posat de manifest que els
alotrasplantaments d'illots a aquest nivell no requereixen dimmunosupressio
sistémica (Baeker et al, 1977), havent-se comprovat que son les cel.lules de
Sertoly les que localment impedeixen la destruccié de lingert. Recentment,
Korbutt et al han comunicat que l'alotrasplantament d'un agregat de cél.lules de
Sertoly i dillots assoleix la normoglicémia a la rata diabética sense necessitat
d'immunosupressio sistémica (Korbutt et al, 1997). A l'andlisi dels ingerts es va
observar que les cél.lules beta estaven en estreta relaci6 amb les cél.lules de
Sertoly que expressaven el lligand de FAS. El lligand de FAS és una proteina de
membrana tipus 1l d 40kD, membre de la superfamilia de TNF, que indueix
'apoptosi a les cél.lules susceptibles a FAS (Sainio-Péllanen S et al, 1998).
Recentment s’ha demostrat la seva preséncia no tan sols en illots de rossegadors,
sin6 també en humans (Loweth et al, 1998), pel que s’ha implicat en el mecanisme
de mort cel.lular observat a la insulitis autoimmune de la diabetes mellitus tipus 1,
de manera que la céllula beta no seria una victima passiva dels mecanismes
autoimmunes de destruccid, sind6 que jugaria un paper actiu dautodestruccio

mitjancant apoptosi (Loweth AC et al, 1998).
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11.8.2. Immunoaillament d’illots pancreatics

Una alternativa factible per evitar la necessitat d'immunosupressié i aixi permetre
el trasplantament en fases inicials de la malaltia és I'immunoaillament dels illots en
dispositius biohibrids amb membranes que els aillin del sistema immunologic del
receptor. (Davies et al, 1996)

Aguestes membranes han de permetre, no obstant, el pas a través seu de
nutrients, oxigen i electrolits per preservar els illots, i dels productes de secrecio
cel.lular per mantenir una resposta insulinica adequada. La proteccié dels illots
hauria de permetre el trasplantament d'illots pancreatics humans en pacients
diabétics sense immunosupressid i, permetria també, el xenotrasplant dillots
d'altres espécies, podent-se superar aixi la limitacié imposada per la falta d'illots
humans. Perd, a més, limmunoaillament hauria devitar l'atac immunoldgic
responsable de la diabetis autoimmune en aguests pacients i, per tant, la recidiva
de la malaltia, com s’ha vist que pot succeir en pacients trasplantats amb pancreas

vascularitzat (Tyden et al, 1996) o amb illots (Jaeger et al, 1996).

11.8.3. Xenotrasplantament

La falta d'organs i teixits per trasplantar posa uns limits clars a I'expansié del
trasplantament com a eina terapéutica. Aquesta manca és encara més notable en el
cas de la diabetis, donada l'alta prevalenca de la malaltia. Als USA hi ha 35.000
nous casos de diabetis tipus 1 a l'any, mentre que es disposa tan sols de 6.000
pancreas de donants. El xenotrasplantament (trasplantament en humans d'dorgans
d'altres especies) és una de les vies en les que s'esta estudiant per sol.lucionar la
manca de donants (Fabre JN et al, 1995).

Com a conseguencia de la seva similitud anatomica i fisioldogica amb els humans, i la
facilitat per criar-los en gran nombre, es considera que el porc és la font més
viable d'0rgans per aquest tipus de trasplantament (Davalli et al, 1993). L™ Us de

material no huma per al tractament de la diabetes no és nou, ja que les insulines
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utilitzades fins a l'arribada de la insulina humana, al final de la década dels 80,
eren bovines i porcines.

La primera série de 10 xenotrasplantaments d'illots procedents de fetus de porc a
humans es realitza a Estocolm a principis dels anys 90. La funci6 insular va ser
transitoria donada la potent resposta immune que desencadenen els teixits i
cél.lules xenotrasplantats. (Groth CG, 1994)

Les estratégies per al xenotrasplantament d'illots es plantegen des del punt de
vista de l'aillament immunoldgic dels illots amb el sistema d'encapsulacié o de la
modificacio de les caracteristiques immunologiques de l'illot per evitar o atenuar la
resposta immune.

L'atenuacio o evitacio del rebuig hiperagut ha concentrat bona part dels esforcos
en el camp del xenotrasplantament d'drgans. Un dels resultats més espectaculars
s’ha produit de l'obtencié de porcs transgénics que expressen els inhibidors
humans del complement (Fodor et al, 1994). També s’ha obert una via per al
bloqueig dels anticossos naturals xenorreactius amb la identificacio del
carbohidrat o-gal com una de les dianes principals dels anticossos (Sandrin et al,
1994).

S’han plantejat diverses vies per a limplantacié del xenotrasplantament, una
delles la subcutania, amb ingerts microencapsulats. S'ha demostrat que poden
mantenir un bon nivell de secrecio d'insulina (Kawakami Y et al, 1997).

A part del rebuig, el xenotrasplantament planteja alters problemes que s’han de
considerar. La curta expectativa de vida dels porcs en comparacié als humans
podria limitar els anys de funcié de lingert, problema seriés en el cas del
trasplantament de cor i fetge. En el cas dels illots, el fet de realitzar un nou
trasplantament per substituir l'anterior, possiblement no plantejaria problemes
importants.

No es pot obviar el risc de transmissié de malalties infeccioses de I'espécie donant
a I'nome. Ja ha estat observada la transmissié de retrovirus endogens porcins
(PERV) des de linies cel.lulars i limfocits porcins a cél.lules humanes /n vitro. (Bach

FH et al, 1998). La recent epidemia d'encefalopatia espongiforme sembla haver

55



Introducci6

incrementat les reserves previes que es tenia en contra del xenotrasplantament.
Als USA, les autoritats sanitaries han aturat qualsevol estudi clinic al respecte
fins que no hi hagi l'absoluta seguretat que no hi ha la possibilitat de transmissié

de retrovirus endogens.

11.8.4. Trasplantament fetal

Tenint en compte la gran capacitat de replicaciéo del teixit pancreatic fetal en
comparacio amb la dels illots adults, el seu Us per al trasplantament seria una altra
manera de resoldre la manca de teixit donant. En ratolins diabetics s’ha comprovat
que, una vegada trasplantat el teixit fetal, segueix madurant i la majoria de les
cél.lules es diferencien en cél.lules B, que restauren la normoglicémia mesos
després del trasplantament (Tuch et al, 1996). En aquests trasplantaments d'illots
fetals s'observa com inicialment mantenen la capacitat secretora d'insulina enfront
a diversos secretagogs, pero no a la glucosa, probablement per immaduresa en la
resposta insulinosecretora. No obstant, s’ha vist que tant lactivitat de la
glucoquinasa com la captacié de calci estan integres (Tu J et al, 1997).

Per altra banda, quan es trasplanten illots fetals humans, també s’ha vist com
aquests superen als illots adults en la capacitat de revertir I'hiperglicemia,
presentant més alliberacié d'insulina i péeptid C que els ingerts equivalents d'illots
adults en resposta a l'estimul (Hayek et al, 1997). En aquest sentit encara
presenten millors resultats els conglomerats de cél.lules d'illots obtinguts per la
digestié amb col.lagenasa del pancreas fetal que els illots fetals. En qualsevol cas,
s’ha demostrat un important paper del medi i de les interaccions cel.lulars en el
desenvolupament d'aquestes cel.lules fetals (Beattie GM et al, 1996).

Recentment, en un receptor de trasplantament renal es van trasplantar de forma
simultania illots fetals a la capsula fetal i es va demostrar un descens en els
requeriments d'insulina d'un 50%, i en el control ecografic, una duplicacié del volum

d'illots trasplantats als 24 mesos del trasplantament (Farkas et al, 1995).
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11.8.5. Terapia génica

La terapia genica inclou les formes de tractament mitjancant les que, manipulant el
genoma cel.lular, es pretén prevenir o tractar una malaltia (Blau HM et al, 1995).
Per raons étiques i de seguretat, les cél.lules germinals queden excloses d'aquesta
manipulacié, que es reserven a les cél.lules somatiques a les que s'introdueixen i
expresen els gens recombinants. Fins ara, les malalties en que s’ha palntejat I's de
la terapia génica han estat malalties hereditaries com la fibrosi quistica, la
malaltia de Gaucher o la distrofia muscular de Duchenne, entre daltres. No
obstant, el potencial terapéutic inclou també malalties adquirides que afecten
sectors molt més amplis de la poblacid, com és el cancer, malalties cardiovasculars
o la artritis reumatoide. Per tant, I'atractiu i les possibilitats de futur de la terapia
geéenica son enormes i ja hi ha un nombre considerable d'assatjos clinics en marxa.
Fins ara els resultats obtinguts no han demostrat que aquest model terapéutic hagi
estat efectiu en el tractament de cap malaltia en humans (Ferber S et al, 2000).

Referent al trasplantament, als darrers anys, el millor coneixement de les bases
mol.leculars i bioquimigques que regulen la secrecié d'insulina per part de les
cél.lules beta, junt amb els avencgos realitzats en tecnologia génica, han obert
noves espectatives que es basen en l'aplicaci6 dalternatives mol.leculars que

permetin restablir una secrecié d'insulina normal a la diabetis mellitus.

11.8.6. Linies cel.lulars

Una linia cel.lular beta podria representar un suministre ilimitat de cél.lules
productores d'insulina. Un dels majors obstacles per la seva consecucié és el fet
gue les ceél.lules beta sén dificils de mantenir i no es divideixen en cultiu (Arias J
et al, 2001). La utilitzacié de linies cel.lulars productores dinsulina presenta

diverses avantatges teoriques sobre altres formes de substitucié del teixit
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productor d'insulina. Les linies cel.lulars es poden produir a baix cost, durant un
llarg periode de temps, en grans quantitats, a la vegada que es manté de forma
constant, estable i reproduible la seva capacitat per secretar insulina.

Diversos grups d'USA i Europa estant intentant crear una linia cel.lular beta
mitjangant la introduccié de gens en cél.lules beta adultes humanes per induir la
seva proliferaci6 (De la Tour D. et al, 2001). La principal dificultat esta en
preservar la capacitat Unica que posseeixen les cél.lules beta per produir insulina
dacord amb els valors de glucosa. Les cél.lules precursores de les ductals
pancreatiques també es consideren candidates per la creacié d'una linia cel.lular
qgue pogués ser utilitzada per al trasplantament. El grup de Lille ha trobat que, en
condicions especifiques de cultiu, algunes cél.lules del ducte pancreatic presenten
una capacitat per diferenciar-se en cél.lules productores d'insulina (Gmyr V et al,
2000) (Kerr-Conte J et al, 1996).

També es poden obtenir linies cel.lulars productores d'insulina a partir de tumors
de cél.lules beta (insulinomes). Aquest tipus de linia cel.lular presenta dos tipus de
problemes: el seu origen neoplasic i la falta de resposta a I'estimul fisiologic de la

glucosa (Tziampazis et al, 1995).

11.8.7. “Stem cells”

Una de les noves linies d'investigacié és la transformacié de les cél.lules mare
(“stem cell”) en cél.lules progenitores, en aquest cas, cel.lules beta pancreatiques,
donada la capacitat que tenen per diferenciar-se cap a diferents linies cel.lulars.
Es defineix “stem cell” com aquella amb potencial per proliferar i diferenciar-se en
gualsevol linia cel.lular, i que es pot modificar in vitro. Es coneixen diferents fonts
de “stem cells”: 1) “stem cells” embrionaries, 2) cél.lules germinals embrionaries, 3)
cél.lules cancerigenes embrionaries, i 4) “stem cells” adultes (Berna G et al, 2001).

Aquesta linia d'investigacié té linconvenient d'enfrontar-se a consideracions
etiques i sobretot a problemes legals i politics, donat que en molts paisos n'esta

prohibit I'is en investigacid. Tot aixo dificulta I'aveng en aquesta linia.
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Malgrat tot, recentment, el grup de Bernat Soria, a la Universitat d'Alacant, ha
derivat amb éxit, a partir de cél.lules mare pluripotencials de ratoli, una linia
cel.lular secretora d'insulina capac de normalitzar la glicemia quan es trasplanta a
ratolins diabétics (Soria B et al, 2000).

A partir de cel.lules ductals de pancreas adult també s’ha aconseguit diferenciar
els 4 tipus de cél.lules insulars (Soria B et al, 2001).

En qualsevol cas, les linies cel.lulars sotmeses a ingenieria genética, una vegada
preparades pel trasplantament, poden patir rebuig immune. El grup de Thorens, a
Lausana (Suissa), esta treballant en millorar la resistencia de les cél.lules beta al
rebuig. Han desenvolupat una linia cel.lular murina productora dinsulina que ha
estat modificada per soportar les dures condicions que comporta el
trasplantament, com la hipdxia, I'elevada densitat cel.lular i I'exposicié a estimuls
inflamatoris (Dupraz P et al, 2000).

Aixi doncs, l'estudi de les “stem cells” obre un camp d'investigacié de possibilitats
incalculables a l'actualitat, i en que l'aprofundiment del coneixement del seu
comportament i dels factors que poden fer que es diferencii cap a un tipus
cel.lular, pot tenir una gran repercusié sanitaria en el futur.

Actualment ja es coneix com es diferencien, a partir de “stem cells”, les cél.lules
hematopoiétiques, les cél.lules nervioses centrals i perifériques, el miscul estriat, i
aixo ha obert les portes a l'estudi de les seves aplicacions per combatre les

malalties degeneratives, l'infart de miocardi, etc. (Reig JA et al, 2002).
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Hipotesi

1. Les vesicules seminals poden ser, potencialment, organs immunologicament
privilegiats.

2. Les vesicules seminals son organs ben irrigats i inervats on, potencialment,
es poden implantar i sobreviure els illots de Langerhans.

3. L'experiéncia en el trasplantament d'illots de pancreas a les vesicules

seminals és nul.la.
Per tant, hipotéticament, les vesicules seminals poden ser un organ adequat per

acollir illots de Langerhans trasplantats i restaurar la normoglicémia en un model

animal de diabetis experimental.
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Objectius

Objectiu principal

Esbrinar la viabilitat i funcionalitat dels illots de Langerhans trasplantats a les

vesicules seminals.

Objectius secundaris

1.

Determinar la viabilitat técnica del trasplantament d'illots de pancreas a
les vesicules seminals de rates.

Determinar el funcionament del trasplantament dillots de pancreas a les
vesicules seminals de rates singéniques amb diabetis induida per
estreptozotocina.

Determinar el nombre d'illots necessaris per a la curacié de la diabetis al
nostre model animal.

Determinar la durada de la insulinoindependéncia.

Comprovar la reversibilitat de la curacié de la diabetis en extirpar la
vesicula seminal trasplantada.

Esbrinar la localitzacio histologica dels illots injectats a la vesicula seminal.
Comparar la funcionalitat dels illots a la vesicula seminal respecte els

trasplantats a la capsula renal.
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Material i métodes

V.1. ANIMAL D'EXPERIMENTACIO

V.1.1. Rata Lewis

La rata Lewis és una soca creada per Lewis a partir d'una colonia de rates Wistar,
traspassada a Aptekam i Bodgen al 1954 a la generacié F20 i després a Silvers al 1958
a la generacié F31. Fou introduida als Laboratoris Charles River, als Estats Units
d'’America al 1975 i després transferida a IFFA CREDO al 1995. Sén una soca albina.
Es tracta d'un model ampliament utilitzat en estudis de trasplantament, donada la
seva condicié singenica, la seva facil manipulacié i la seva elevada resisténcia a
infeccions i complicacions de l'estabulament. A més, el nostre grup té experiéncia
prévia amb aquest model.

Per al nostre estudi hem utilitzat 158 rates Lewis (LEW/Crl Ico), singéniques, adultes,
mascles, de 150 a 470 grams de pes, dentre 6 i 20 setmanes de vida, del centre

Charles River a Franca.
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Figura 3. Grafica que mostra el pes de les rates en funcié de I'edat i el sexe.
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V.1.2. Nombre de rates

Donades les caracteristiques de I'experiment, per la novetat que implicava, vam

requerir un nombre de rates elevat:

Receptores: 49
Control: 11
Donants: 98

TOTAL: 158

Pes de les rates
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Pes (grams)
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Fig. 4. Grafica que mostra el pes inicial de les nostres rates. Destaca un grup de 13 rates per sobre dels 400
grams. La resta presenten pesos propers als 200 grams.

V.1.3. Condicions d’estabulacié

Es va mantenir els animals a l'estabulari del nostre centre a 23°C amb un cicle
alternatiu de 12 hores de claror/foscor i amb lliure accés a una dieta estandar i aigua.
La cura dels animals s’ha regit per la normativa del “Priciples of Laboratory care”
(NIH, publicacié n° 85-23, revisio del 1985) i la normativa del Departament
d'Agricultura, Ramaderia i Pesca, de la Generalitat de Catalunya amb protocol DARP n°

1870.
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V.2. INDUCCIO DE LA DIABETIS A LES RATES RECEPTORES

Es va induir la diabetis a les rates receptores i a les control mitjancant una injeccié
intraperitoneal d'Estreptozotocina (STZ, Sigma, St. Louis, MO) a una dosi de 65
mg/Kg de pes disolta en buffer citrat (pH 4.5).

Es confirmava la diabetis entre el segon i cinqué dies després de l'injeccié de STZ. Es
mesurava la glicémia amb un aparell estandar de BM-test per humans, extraient una
gota de sang de la cua de la rata amb l'animal en dejuni de 2 hores. Les rates
presentaven glicémies > 20 mM (360 mg/dl) en una sola determinacié o bé > 11 mM
(>198 mg/dl) en dues determinacions consecutives, pérdua de pes, polidria i polidipsia
(Vargas F, 2001). El seguiment es mantenia cada 48 hores fins al seté dia de la

inducci6 que corresponia amb el del trasplantament.
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V.3. EXTRACCIO DELS PANCREAS DONANTS

Amb Tl'animal en dejuni de 6 hores s'anestesien les rates amb una injeccié
intraperitoneal d' 1 ml d’'una mescla de: Ketolar (2.3 mg/ml, Parke-Davis, Barcelona,
Espanya), Diazepam (1.8 mg/ml, Prodesfarma, Barcelona, Espanya) i d’Atropina (0.2
mg/ml, Braun, Barcelona, Espanya).

Es practica una laparotomia mitja per a I'exposicié de la cavitat abdominal.

Es disseca el colecoc i es lliga amb sutura de seda de 5/0 per evitar el pas de la

sol.lucié de col.lagenasa cap al fetge.

Fig. 5. Lligadura del coledoc per evitar I'extravassacié de col.lagenasa cap al fetge

Es punciona amb un catéter de 24 Fr a nivell de la cara antimesentérica de la segona
porcié duodenal. Es retira la guia metal.lica i s'introdueix el catéter a través de la
papil.la de Vater canalitzant el conducte pancreatic de Wirsung.

Es fixa el catéter amb sutura per transfixié de seda de 4/0.
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Fig. 6. Canalitzaci6é del conducte de Wirsung per puncié transduodenal a fi d'injectar la col.agenasa al
pancreas.

S'introdueixen lentament 20 ml d'una solucié que conté Col.lagenasa P (Batch
83411922-08, Roche, Basel, Suissa) i DNAsa (0.05 mg/ml, Roche) en tamp6é HBSS
(Hanks Balanced Salt Solution, Gibco BRL, Paisley, Scotland) fins a la complerta
distensio6 del pancreas. L'enzim col.lagenasa produira la digesti6 del pancreas.

La propia distensi6 facilita la disseccié del pancreas. S'allibera el pancreas del marc
duodenal, mitjancant disseccié amb tisora, fins realitzar una pancreatectomia total.

Es manté el pancreas en un medi a 4°C fins el moment de la seva digestio, durant un

periode inferior als 20 minuts, mentre es trasllada al laboratori.

V.4. ATLLAMENT DELS ILLOTS DE LANGERHANS

S'incuba la glandula pancreatica a 37°C durant 15 minuts en un flascé d’Erlenmeyer.

Es treu del bany la glandula digerida, es refreda rapidament per aturar la reaccid
enzimatica i es passa 3 vegades a través d'una pipeta de 15 ml per acabar de disgregar
el material. Es passa la mostra resultant per un filtre de 500 um per tal d’eliminar els
ganglis i fragments no digerits.

Es sotmet la mostra a gradient discontinu de densitat (1124, 1110, 1102, 1085 i 1077
g/L) utilitzant una mescla de Pielograf (Juste, SAQF, Madrid, Espanya) i Lymphoprep
(Nycomed Pharma, Oslo, Noruega). Aquest fet es basa en la propietat de les cél.lules

de situar-se a la zona del gradient en la qual la seva densitat és la mateixa que la del
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medi del gradient; com la densitat dels illots i la del teixit exocri son diferents,
aquests es poden separar en diferents capes del gradient de densitat. Les capes, de 7
ml cada una, se situen de més a menys densitat en un tub de 50 ml. A la capa superior
s'afegeixen 10 ml del digerit pancreatic. Es centrifuga la mostra obtinguda durant 20
minuts a 700 G (1200 rpm).

Els illots que migren a la interfase 1110/1068 es recuperen amb una pipeta i es renten
3 vegades amb medi sali Hanks que conté un 2% de sérum fetal de vedella (FCS, “Fetal
Calf Serum”) i es resuspenen en 1 ml de sérum fisiologic.

Una mostra de 50 ul es mescla a 50 ul de DTZ (Ditizona, Sigma) tenyint-se els illots
de vermell i les cél.lules exocrines de blanc, podent-se aixi fer un recompte dels illots
obtinguts i del seu grau de puresa del material endocri respecte I'exocri.

Els illots es mantenen a una temperatura de 4°C fins al moment del seu

trasplantament i mentre es traslladen del laboratori a I'animalari.
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V.5. RECOMPTE, PURESA, VIABILITAT 1 AVALUACIO DELS ILLOTS

OBTINGUTS

Existeix un criteri estandaritzat d'avaluacio per quantificar i qualificar el material

obtingut.

V.5.1. Recompte d’illots

Es realitza prenent una mostra representativa del total i tenyint-la amb DTZ per
comptar el nombre i mida dels illots. La mida es realitza amb una gradeta calibrada
situada a l'ocular del microscopi. Per convertir el nombre d’illots en nombre
d'equivalents d'illots (EIN) s'aplica un factor de conversié a cada tamany (considerant

com a tamany estandar l'illot de 150 um). (Ricordi et al, 1991)

V.5.2. Puresa

La puresa d'una mostra es mesura tenyint una mostra dels illots amb DTZ i calculant
visualment el percentatge d'illots respecte la resta de material pancreatic. També es

pot fer bioquimicament calculant el quocient insulina/amilassa.

V.5.3. Viabilitat

Es pot referir a la integritat de les membranes citoplasmatiques o a la integritat
funcional.

La primera es mesura tenyint una mostra representativa del total amb colorants
fluorescents com so6n el diacetat de fluoresceina/bromur detidi o taronja
d'acridinaZiodur de propidi o taronja d'acridina/bromur d'etidi. Aquest Ultim és el que

utilitzem nosaltres.
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V.5.4. Avaluacié funcional

La integritat funcional o avaluacié funcional dels illots es pot mesurar /n vitro o in
vivo, trasplantant-los en animals diabétics (per pancreatectomia total o per induccié
mitjancant STZ), i observant si s'assoleix la normoglicémia.

Nosaltres utilitzem la tinci6 amb taronja d'acridina/bromur d'etidi d'una mostra de
150 ul i posterior avaluacié del percentatge de cel.lules vives en un microscopi de
fluorescéncia (Zeiss Axiopla, Germany).

Posteriorment es fa un estudi /7 vitro per avaluar la secrecié i el contingut d'insulina

aixi com una determinacié de mort espontania amb Cr*.

V.6. ESTUDI IN VITRO

A fi de confirmar que la nostra técnica per a l'aillament d'illots de Langerhans era
correcte, i que per tant, aquests eren viables i responien a la glucosa, préviament al
trasplantament, vam dissenyar dos estudis al laboratori:

¢ Determinacio del contingut i secrecio d'insulina

e Estudi de toxicitat amb Cr51

V.6.1. Determinacio del contingut i secrecid d’insulina

Per determinar l'efecte de la col.lagenasa a la sintesi i alliberacié d'insulina, vam
incubar durant 90 minuts illots de Langerhans acabats d'aillar, amb sol.lucié de Krebs
Ringer 1% BSA a diferents concentracions de glucosa (2.9, 55 i 16.7 mM). Els
sobrenedants es van guardar a -20°C fins obtenir les determinacions per insulina. Per
mesurar el contingut d'insulina, els illots eren lisats per ones de xoc ultrasoniques a

4°C en 0.5 ml de sol.luci6 alcoholica acida. La insulina era mesurada per RIA utilitzant
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insulina de rata com a estandar (sensibilitat 0.1 ng/ml, Linco Research, St Charles,

MO, USA).

V.6.2. Estudi de toxicitat amb Cr51

Es va valorar la toxicitat dels enzims utilitzats durant laillament dels illots
(col.lagenasa) mitjancant mesura d'aillament de Cr51.
Els estudis de toxicitat es basen en la incubacié de les cél.lules diana (els illots de
Langerhans) amb *'Cr, que és captat per aquestes i s'uneix a les proteines. Després de
la incubacié s’elimina mitjancant rentat el *'Cr no captat i es cultiven les cél.lules diana
durant 4-16 hores. A continuacié es retira el sobrenedant i s'efectua el recompte de
radiactivitat per determinar el crom alliberat a partir de les cél.lules diana que han
presentat una mort espontania.
La toxicitat directe de les preparacions enzimatiques es prova en els seglents
substrats :

e La dispersio total de les cél.lules pancreatiques obtingudes per digestid de la

glandula sencera amb col.lagenasa.
¢ Aillament d'illots de pancreas purificats per gradient de densitat (illots amb
>90% puresa).

e Fragments de teixit exocri sense la major part del illots.

e La linia de la cél.lula insular humana (NES2Y).
Aguesta linia cel.lular va ser cultivada com a monocapa i es va exposar a col.lagenasa a
1 mg/ml durant 20 minuts a 38°C, per imitar les condicions a que els illots de les rates
son sotmesos durant el seu aillament.
El percentatge de lisi espontania es va calcular seguint la formula: cpm de lisi

espontania/ cpm de lisi maxima.
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V.7. ESTUDI /N VIVO DE VIABILITAT DELS ILLOTS: TRASPLANTAMENT A

CAPSULA RENAL

Aprofitant I'experiéncia del nostre grup en el trasplantament d'illots de pancreas, vam
determinar la viabilitat metabolica dels illots /7 vivo préviament al trasplantament a
les vesicules seminals. El trasplantament d'illots a la capsula renal esta estandaritzat
pel nostre grup (Vargas F. et al, 2001) amb resultats superposables amb els trobats a
la literatura. Aixi doncs, el grup trasplantat a la capsula renal exercira de control.

Els animals que es van utilitzar per a I'estudi son de les mateixes caracteristiques que

els del nostre actual estudi.
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V.8. TRASPLANTAMENT D'ILLOTS PANCREATICS A LES VESICULES

SEMINALS

Es realitza als 7 dies de la induccié de la diabetis, préevia comprovacio de les
hiperglicémies (glicemia > 11mM) de les 43 rates receptores.

Es practica una laparotomia mitja i s'exposen la bufeta de l'orina i les vesicules
seminals.

Es disseca el conducte excretor de la vesicula seminal dreta i es sutura amb seda 5/0,

preservant aixi el pedicle vascular de la vesicula (anomenat organ de la coagulacio).

Fig. 7. Disseccié del conducte excretor de la vesicula seminal i de l'orga de la coagulacié, preservant el
pedicle vascular.

Es fixa la vesicula entre els dits i es canula pel pol superior amb una agulla de 19 G que
es connecta a una xeringa de Hamilton d' 1 ml. S'introdueix una sol.luci6 de 50 ul de
RPM1 1640 (Gibco BRL, Paisley, Escocia) que conté de 800 a 1500 illots de Langerhans
d'una puresa del 70% i una viabilitat minima del 90%, obtinguts de dos pancreas de
rata donant. Es clampa amb lligadura de seda el punt d'injeccié per evitar
I'extravassacid de la sol.luci6. Es tanca la laparotomia amb sutura continua de seda

4/0.
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Fig. 8. Introducci6 dels illots mitjancant puncié pel pol superior de la vesicula seminal.

No es van incloure a I'estudi els casos en que la sol.luci6 es va extravassar parcialment
a la cavitat peritoneal durant l'injeccié a les vesicules seminals.

A les rates controls se'ls va practicar el mateix procediment pero¢ injectant 50ul de
serum Tisioldgic a l'interior de la vesicula seminal dreta en lloc de la sol.lucié amb illots

pancreatics. (Luna A et al, 2002).
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V.9. MONITORITZACIO DEL FUNCIONAMENT DEL TRASPLANTAMENT

Es van mesurar, cada 2 dies i fins al dia 42 després del trasplantament, els nivells de
glucosa en sang (Glucocard, Menarini, Diagnostics, Barcelona, Spain) obtenint la sang
de la rata mitjancant puncié de la cua. Es mesurava, també, el pes de la rata cada 2
dies. Totes les mesures es van obtenir entre les 12:00 i les 15:00 hores amb 2 hores
de deju.

Es va considerar la normoglicemia com la concentraci6 de glucosa en sang inferior a 11
mM. La recurréencia de la diabetis es va considerar quan la glicémia era > 11 mM en 2
mesures consecutives o bé > 20 mM en una sola mesura.

Es van anotar també altres simptomes relacionats amb la diabetis: polidipsia, polilria i

polifagia. (Vargas F et al, 2000)

V.10. REVERSIBILITAT DE LA DIABETIS

Per tal de demostrar que la normoglicémia de I'animal trasplantat era conseqiiéncia de
'empelt i no de l'extravassacié d'illots al peritoni, en un grup de 7 animals es va
extreure la vesicula que contenia I'empelt i es va continuar la monitoritzacié de la
glicemia. Aquestes extraccions es van fer en tres temps diferents després del
trasplantament: O hores (1 rata), 48 hores (3 rates) i 96 hores (3 rates). Passat
aquest temps, l'animal es mantenia en condicions normals d'estabulacié durant un

periode de 42 dies amb determinacions de glicémia i pes cada 48 hores.
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V.11. EXTRACCIO DE LES VESICULES SEMINALS

Les vesicules seminals s'extreien a les 5 rates de I'estudi de reversibilitat de diabetis
i a totes les altres receptores de l'estudi per fer-ne l'estudi immunohistologic i
esbrinar la localitzacié histologica dels illots trasplantats, aixi com possibles
reaccions inflamatories.

L'animal trasplantat, un cop anestesiat, se sotmetia a laparotomia. Tant la vesicula
seminal trasplantada com la de l'animal control (normal) s’extreia i es fixaven en
formol al 4% i se'n feia I'estudi immunohistologic.

Els animals que ja estaven al final del periode de seguiment, es sacrificaven, un cop
anestesiats, mitjancant exanguinaci6 per seccié de l'artéria aorta, segons la normativa
vigent. Els animals de I'estudi de reversibilitat es mantenien durant un periode de 42
dies, i per tant, un cop extreta la vesicula es tancava la laparotomia i es mantenia
I'animal en condicions normals d'estabulacio.

El seguiment del pes i les glicemies es mostra a I'apartat VI.

Al grup en que s'obtingué bona resposta al trasplantament es va fer un estudi
histologic del pancreas per demostrar que no s’havien regenerat els illots de

Langerhans.

V.12. ESTUDI IMMUNOHISTOLOGIC

Es va fer l'estudi immunohistologic de les vesicules trasplantades i les control.
L'estudi es feia amb l'objectiu de localitzar els illots a les diferents capes de la
vesicula i relacionar-ho amb el temps que portava trasplantat.

Es feien seccions de 4 um que es desparafinaven previament al procediment de tincio.
En primer lloc es va fer una determinacié de l'estat histologic de I'6rgan mitjancant
tincié convencional d’hematoxilina/eosina (H/E). Un cop verificat el bon estat de la

vesicula i localitzats els illots trasplantats es va dur a terme un procediment
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immunohistoquimic amb anticossos contra hormones insulars pancreatiques. Els
anticossos utilitzats han estat: anticos monoclonal contra el glucagé (Glu 001, Dr P.
Jorgensen, NOVO, Copenague, Dinamarca) i antisérum contra la insulina (Guinea Pig
anti-porcine insulin, ICN, Lislei, Indiana, USA) per identificar les cél.lules alfa i beta
dins dels illots, respectivament.

Breument: Les seccions s'incubaven seqiiencialment amb I'anticos anti-hormona durant
tota la nit (12 hores). Seguidament i després dels corresponents rentats en PBS
(Phosphate Buffered Saline) la seccié s'incubava amb un anticds secundari Cavall-anti-
Ratoli (Horse-anti-Mouse) per la tincié de glucagé o Cabra-anti-Conill d'Indies (Goat-
anti-Guinea Pig) per la tincié d'insulina; aquests secundaris estaven marcats amb
Biotina i es feia una incubaci6é de 30 minuts. Seguidament s'aplicava una capa d’Avidina
marcada amb peroxidasa (Vector, Burlingame, CA, USA) i el cromogen 3,3-
diaminobenzidina tetraclorit (Aldrich, Millwakee, W1, USA). Les tincions s'observaven

sota un microscopi optic amb analitzador d'imatges (Confocal Openlab).

V.13. ESTUDI ESTADISTIC

Per l'estudi estadistic s’ha utilitzat el programa SPSS 11.5.

Per a l'analisi de mostres de distribucié normal hem aplicat el test ANOVA per a
mostres independents, aplicant la modificaci6 de Bonferroni. Es consideren
diferéncies estadisticament significatives quan la p<0.05.

Per a mostres independents de distribucid6 desconeguda s'ha aplicat el test de
Wilcoxon.

Per a mostres independents amb variables qualitatives no paramétriques s’ha aplicat el

test de Fisher.

79



V1. RESULTATS




Resultats

VI.1. ESTUDI IN VITRO

VI1.1.1. Secrecié d’insulina

Secreci6 d'insulinain vitro

501
40+
301

N\

101

Insulinémia (ng/ml)

2,8 5,5 16,7

Glicemia (mM)

Fig. 9. Grafica que mostra la secrecié d'insulina /nn vitro d'illots acabats d'aillar després de la digestié

amb col.lagenasa i incubats a 2.8, 5.5 i 16.7 mM de glucosa durant 90 minuts. S'observa una major
insulinémia a concentracions de glucosa de 5.5 mM.

VI1.1.2. Contingut d’insulina

El contingut d'insulina dels illots cultivats en mitja de normoglicémia és

significativament superior (p<0.05) al dels illots cultivats en condici6 d’hipo i

hiperglicemia.

Contingut d'insulina
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Fig. 10. Grafica que mostra que el contingut d'insulina /n vitro d'illots acabats d'aillar després de la
digestié amb col.lagenasa i incubats a 2.8, 5.5 i 16.7 mM de glucosa durant 90 minuts. S'observa un
major contingut d'insulina als illots cultivats a concentracions de glucosa de 5.5 mM (p<0.05).
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V1.1.3. Cocient secrecié/contingut d’insulina

Considerant les inevitables diferéncies en el tamany dels illots, expressem els
resultats per a cada condici6 com el cocient entre la secrecié d'insulina i el volum
d'insulina.

Els illots, aillats amb col.lagenasa, van mostrar un augment significatiu (p<0.05) en

el cocient quan es va exposar a 16.7 mM de glucosa, que indica secrecio activa.

Cocient secrecio/contingut
d'insulina
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0,4
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0,15+
0,1
0,05+
0-

Rati secrecé/volum
d'insulina
NN N NN N\ N

2,8 55 16,7

Glicemia (mM)

Fig. 11. Grafica que mostra el cocient entre la secrecio i el contingut d'insulina d'illots acabats
daillar després de la digestié amb col.lagenasa i incubats a 2.8, 5.5 i 16.7 mM de glucosa durant 90
minuts. Mostra diferencies significatives (p<0.05) en la secrecit6 d'insulina quan els illots s'exposen a
glicémies elevades, tenint en compte el volum de lillot.
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VI1.1.4. Toxicitat

Els substrats preparats per dispersié enzimatica del pancreas van mostrar un
nivell d'alliberaci6 espontania de *'Cr que reflexa la fragilitat intrinseca de les
cél.lules pancreatiques parenquimatoses. Mostrem l'analisi de la toxicitat de la
col.lagenasa a la glandula pancreatica sencera digerida, al teixit exocri i als illots

de Langerhans.

Toxicitat de la col.lagenasa

1001

80

60+

401

% de toxicitat

Pancreas Exocri lllots

Fig. 12. Grafica que mostra el percentatge de mort espontania després de la digestié amb
col.lagenasa. La mort cel.lular als illots aillats és significativament menor respecte la glandula sencera
i el teixit exocri.
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V1.2 EXTRACCIO VESICULA IMPLANTADA: RETORN A LA DIABETIS

Presentem el seguiment de glicemies del grup de 7 rates que s’han fet diabétiques
mitjangant injeccio intraperitoneal destreptozotocina i a les que s’ha extret,
immediatament després del trasplantament (O hores), la vesicula seminal (rata
control), a les 48 hores (rates 1, 2 i 3) i a les 96 hores (rates 4, 5i 6). Es fa el
seguiment durant 42 dies.

S'observa clarament una tendencia a la normalitzacio de les glicémies després del
trasplantament d'illots i un immediat retorn a I'estat de diabetis un cop extretes les
vesicules (figura 13). Aquest fet, demostra que el descens de les glicemies és
consequencia de l'ingert dels illots a les vesicules seminals i exclou la possibilitat que
aquest fet pugui ser degut a I'extravassacio d'illots al peritoni.

Aguest experiment inicial justifica un estudi més ampli per intentar demostrar si les

vesicules seminals poden ser un bon organ hoste.



Resultats

VI1.2.1 Taula de sequiment de glicemies

Dia de seguiment
X
ol 1] 213]4]5]G6s

Glicémiarata 1 45 1161|168 19 | 257|294 | 20,2

Glicemiarata 2 49 | 140|166 | 23 | 243|285 184
Glicemiarata3 | 4,7 | 15 [16,7| 21 | 25 [289 | 19,1
Glicemiarata4 42 | 84 1198|226 | 31 | >33 | 224
Glicémiaratab 40 | 81 |20,2|234| 29 | 33 | 22,0
Glicémiarata 6 41 | 83| 20 | 23 | 30 |331| 222
Glcratacontrol (7)§ 46 | 6,2 |266| 31 | 32 | >33 | >33 >33 | >33 | >33

Injeccié d'estreptozotocina

TX Trasplantament d'illots a les vesicules seminals
R-1 Exeresi de la vesicula trasplantada al primer grup (48 hores)
R-2 Exeresi de la vesicula trasplantada al segon grup (96 hores)

Taula 1. Seguiment de glicemies (en mM), des de l'injeccié d'STZ, del grup de rates al que s’ha extret la
vesicula trasplantada a les 48 hores (R-1 = rates 1-3) i a les 96 hores (R-2 = rates 4-6) per demostrar el
retorn a l'estat de diabetis. A partir del dia 12 totes les mesures de glicemia son superiors a 33 mM.
Considerem diabetis les glicémies > 20 mM en una mesura o > 11 mM en 2 mesures consecutives.

> 33: glicémia maxima que capta l'aparell
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Resultats

V1.2.2. Grafica de seqguiment de glicémies

Presentem en aquest grafic, per facilitar-ne l'interpretacio, agrupades les 3 rates a

les que se'ls va extreure la vesicula a les 48 hores i les que se'ls va extreure a les 96

hores.

35

30 -

25 A

20 A

Rates1,2i 3
Rates4,5i 6
= =  Control

15 A

10 A

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

* R-1¢ Dies

X R-2

Administraci6 Estreptozotocina
TX Trasplantament illots pancreatics
R-1 Extraccio vesiculaales 48 hores del trasplantament
R-2 Extracci6 vesicula ales 96 hores del trasplantament

Fig. 13. Grafica que demostra la tendéncia a la normalitzacié de les glicémies un cop trasplantades, i
el retorn a la diabetis un cop extreta la vesicula seminal trasplantada, tant a R-1 com a R-2. La rata
control, un cop injectada I'STZ es manté diabetica.

Dia O: Administracié Estreptozotocina

Dia 5: Trasplantament illots pancreatics a les 7 rates i extraccio vesicula seminal de la rata control
Dia 7: Extraccio vesicula seminal de les rates 1,2 i 3
Dia 9: Extraccié vesicula seminal de les rates 4,51 6
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Resultats

V1.3. EVOLUCIO DEL PES EN FUNCIO DE L'EXIT DEL TRASPLANTAMENT

En un grup de 42 rates, de les quals 10 son rates control, es fa el seguiment, cada
48 hores, del pes des del dia -8 (dia en que s'administra la dosi intraperitoneal de
STZ) fins al dia 42 (fi del seguiment), en que el dia O és el del trasplantament
diillots.

Les rates que han resp0s correctament al trasplantament d'illots han presentat un
augment significatiu (p<0.05) del pes respecte el grup control i la resta de grups.

El grup de rates que han presentat una bona resposta inicial han presentat un
augment inicial no significatiu del pes, perdo no s’ha confirmat en el seguiment,
mantenint-se amb un pes estable.

Les rates que no han tolerat la STZ han presentat un descens del pes.

Les rates control i les que no han respds correctament al trasplantament s’han

mantingut amb un pes estable.
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Resultats

VI1.3.1. Taules de seguiment del pes

VI1.3.1.1. Grup control

Dia de seguiment
1Q
sl6)-412Jof2)4a)6)s8joj2fjrafji618f20)22]26)30])34])38]42
200 | 194 | 193 | 195 [ 196 | 207 | 216 | 216 | 219 | 225 | 232 | 235 | 241 | 250 | 251 | 252 | 251 | 251 | 253 | 252 | 255

257 | 266 | 271 | 265 | 257 | 261 | 265 | 266 | 270 | 272 | 273 | 274 | 275 | 274 | 274 | 276 | 276 | 278 | 280 | 282 | 284
438 | 396 | 390 | 386 [ 382 | 379 | 375 | 369 | 365 | 351 | 331 | 336 | 345 | 339 | 335 | 340 | 327 | 319 | 308 | 306 | 305
465 | 442 | 435 | 432 | 430 | 402 | 392 | 360 | 331 | 325 | 324 | 322 | 320 | 321 | 319 | 318 | 317 | 314 | 317 | 314 | 310
285 | 271 | 276 | 279 | 281 | 284 | 265 | 262 | 264 | 269 | 265 | 267 | 265 | 261 | 263 | 262 | 259 | 261 | 264 | 266 | 262
206 | 207 | 207 | 214 | 229 | 236 | 243 | 252 | 261 | 269 | 273 | 273 | 280 | 270 | 263 | 262 | 259 | 261 | 264 | 266 | 262
166 | 156 | 154 | 160 | 173 | 171 | 172 | 171 | 167 | 183 | 196 | 199 | 205 | 209 | 210 | 211 | 212 | 215 | 216 | 218 | 221
166 | 163 | 161 | 170 | 180 | 175 | 179 | 182 | 184 | 195 | 204 | 204 | 218 | 227 | 228 | 229 | 231 | 231 | 232 | 235 | 238
206 | 207 | 207 | 214 | 229 | 236 | 243 | 252 | 261 | 269 | 273 | 273 | 280 | 270 | 263 | 203 | 199 | 205 | 203 | 202 | 205
166 | 156 | 154 | 160 | 173 | 171 | 172 | 171 | 167 | 183 | 196 | 199 | 205 | 209 | 210 | 199 | 189 | 191 | 198 | 195 | 199
255 | 245 | 244 | 247 | 253 | 252 | 252 | 250 | 248 | 254 | 256 | 258 | 263 | 263 | 261 | 255 | 252 | 252 | 253 | 253 | 254
110 (100 | 98 | 94 | 89 | 82 | 77 | 70 | 66 | 57 | 49 | 48 | 47 | 43 | 41 | 47 | 46 | 43 | 41 | 41 | 38

Injeccié d'estreptozotocina
1Q Injeccié de seérum fisiologic a la vesicula seminal dreta

Taula 2. Seguiment del pes (en grams) de les rates control. A partir del dia 22 hem indicat la dada cada 4
dies. El dia O es practica una laparotomia mitja i
injeccio de serum fisiologic a la vesicula seminal dreta. De mitjana, el pes es manté estable.

V1.3.1.2. Grup empelt funcionant

Dia de seguiment
X

86140210 2416181012314 116118J202226)30]34]38]42

229 | 227 | 232 | 242 | 244 | 232 | 234 | 235 | 242 | 251 | 261 | 269 | 275 | 286 | 288 | 292 | 305 | 314 | 324 | 330 | 336

236 | 225 | 226 | 233 | 240 | 224 | 230 | 237 | 237 | 247 | 260 | 264 | 267 | 277 | 282 | 283 | 296 | 305 | 313 | 316 | 326

240 | 239 | 234 | 246 | 245 | 235 | 237 | 240 | 248 | 254 | 261 | 271 | 276 | 287 | 293 | 293 | 307 | 316 | 323 | 333 | 338

242 | 241 | 238 | 247 | 248 | 249 | 248 | 255 | 254 | 263 | 270 | 274 | 280 | 288 | 293 | 299 | 308 | 317 | 326 | 333 | 334

236 | 233 | 232 | 242 | 244 | 235 | 237 | 241 | 245 | 253 | 263 | 269 | 274 | 284 | 289 | 291 | 304 | 313 | 321 | 328 | 333

57 (81| 5 63 | 33 |104| 7.7 9 73 |168|46 |42 |54 5 |52|66|54|54|58)|81]|52

Injeccié d'estreptozotocina
TX Trasplantament d'illots a les vesicules seminals

Taula 3. Seguiment del pes (en grams) de les rates en que I'empelt ha estat funcionant. A partir del dia 22
hem indicat la dada cada 4 dies. S'observa una tendéncia a I'augment de pes.
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Resultats

VI1.3.1.3. Grup empelt parcialment funcionant

Dia de seguiment
TX

8] 6141210024161 8)110]12314016118J2042212630]34]38]42

Pesrata 33§ 287 | 273 | 268 | 267 | 269 | 261 | 262 | 272 | 274 | 278 | 277 | 276 | 277 | 275 | 273 | 273 | 271 | 271 | 268 | 269 | 266

Pesrata 34§ 294 | 283 | 269 | 270 | 272 | 262 | 259 | 275 | 280 | 285 | 282 | 280 | 278 | 279 | 280 | 279 | 277 | 275 | 274 | 270 | 268

Pesrata 35l 289 | 298 | 317 | 320 | 331 | 308 | 201 | 283 | 289 | 289 | 288 | 286 | 284 | 285 | 284 | 283 | 282 | 281 | 278 | 275 | 273

Pesrata 378 255 | 252 | 274 | 279 | 285 | 283 | 293 | 298 | 305 | 314 | 312 | 311 | 313 | 312 | 310 | 311 | 314 | 314 | 319 | 320 | 320

Pesrata 44§ 213 | 208 | 196 | 196 | 204 | 201 | 211 | 196 | 201 | 196 | 198 | 200 | 195 | 209 | 198 | 194 | 185 | 181 | 188 | 184 | 180

Pesrata 45§ 207 | 196 | 196 | 195 | 203 | 199 | 204 | 193 | 201 | 200 | 199 | 206 | 202 | 220 | 211 | 214 | 196 | 203 | 207 | 200 | 200

Pesrata 46§ 219 | 209 | 202 | 201 | 205 | 203 | 205 | 196 | 198 | 199 | 195 | 200 | 194 | 205 | 197 | 196 | 183 | 184 | 180 | 178 | 177

Mitjana 252 | 245 | 246 | 246 | 252 | 245 | 246 | 244 | 249 | 251 | 250 | 251 | 249 | 255 | 250 | 250 | 244 | 244 | 244 | 242 | 240

Desv.Est. § 38 | 41 | 47 | 49 | 49 | 44 | 39 | 47 | 47 | 51 | 50 | 47 | 50 | 42 | 46 | 47 | 54 | 53 | 52 | 54 | 54

Injeccié d'estreptozotocina
TX Trasplantament d'illots a les vesicules seminals

Taula 4. Seguiment del pes (en grams) de les rates en que I'empelt ha estat parcialment funcionant. A
partir del dia 22 hem indicat la dada cada 4 dies. S'observa una tendéencia a I'augment de pes inicialment i
posteriorment un descens progressiu o bé una estabilitat.
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Resultats

VI1.3.1.4. Grup empelt no funcionant

Dia de seguiment
X

8] 601-41-21 08 2]4)]6)]8J10J12J14016J18J20Q2226130]34])38]42

RPN PRI 201 | 203 | 205 | 198 | 180 | 175 | 193 | 188 | 187 | 187 | 186 | 186 | 185 | 184 | 182 | 181 | 181 | 176 | 174 | 172 | 168

oI - keill 206 | 207 | 208 | 195 | 185 | 178 | 185 | 189 | 188 | 187 | 185 | 182 | 183 | 183 | 181 | 180 | 178 | 175 | 174 | 169 | 167

oI - /08 206 | 194 | 194 | 193 | 189 | 186 | 192 | 195 | 194 | 192 | 193 | 192 | 190 | 191 | 188 | 186 | 181 | 178 | 175 | 172 | 170

oI\ WAl 267 | 251 | 254 | 255 | 257 | 247 | 255 | 258 | 253 | 252 | 253 | 251 | 250 | 249 | 248 | 246 | 244 | 240 | 238 | 235 | 230

oI -kl 250 | 234 | 238 | 236 | 235 | 228 | 230 | 226 | 202 | 198 | 196 | 197 | 196 | 195 | 194 | 193 | 190 | 187 | 184 | 183 | 178

SISSPNPWIeM 256 | 240 | 240 | 238 | 287 | 216 | 227 | 225 | 200 | 199 | 198 | 198 | 196 | 195 | 194 | 194 | 190 | 188 | 185 | 180 | 175

oI\ - W20 447 | 402 | 402 | 390 | 386 | 359 | 356 | 359 | 356 | 349 | 352 | 351 | 350 | 349 | 350 | 348 | 345 | 342 | 338 | 332 | 328

eI\ Al 452 | 412 | 410 | 407 | 401 | 380 | 375 | 364 | 364 | 364 | 340 | 363 | 366 | 361 | 362 | 360 | 359 | 356 | 352 | 347 | 344

oI -2l 467 | 418 | 403 | 401 | 400 | 392 | 390 | 388 | 386 | 383 | 382 | 380 | 378 | 378 | 377 | 375 | 370 | 364 | 360 | 355 | 347

oI - Reiolll 208 | 211 | 210 | 212 | 223 | 223 | 221 | 220 | 218 | 217 | 215 | 214 | 211 | 210 | 210 | 209 | 207 | 204 | 201 | 196 | 191

DI N - Reie Ml 212 | 209 | 212 | 219 | 228 | 230 | 230 | 231 | 225 | 223 | 225 | 224 | 222 | 220 | 219 | 217 | 214 | 210 | 208 | 203 | 198

(eI - (00 209 | 210 | 209 | 213 | 227 | 228 | 226 | 223 | 221 | 219 | 218 | 217 | 215 | 214 | 215 | 213 | 208 | 208 | 203 | 201 | 194

oI - Wi (e ) 189 | 189 | 200 | 191 | 185 | 173 | 182 | 203 | 201 | 200 | 198 | 195 | 194 | 193 | 190 | 188 | 190 | 185 | 178 | 175 | 170

Mitjana 281 | 265 | 265 | 263 | 262 | 253 | 256 | 255 | 249 | 247 | 245 | 246 | 245 | 244 | 243 | 241 | 238 | 235 | 232 | 228 | 224

DY ol 105 | 87 |84 |83 |8 |77 | 73|70 | 72| 70|69 | 72|72 |72| 7|72 |72|72|7|7]7

Injeccié d'estreptozotocina
TX Trasplantament d'illots a les vesicules seminals

Taula 5. Seguiment del pes (en grams) de les rates en que I'empelt no ha estat funcionant. A partir del dia
22 hem indicat la dada cada 4 dies. S'observa una tendéncia al descens del pes.

VI1.3.1.5. Grup STZ toxica

Dia de seguiment

-8 -6 -4 -2 0
Pesrata 20 431 380
Pesrata 21 446 394
Pesrata 23 428 380
Pesrata 24 437 385
Pesrata 25 441 391
Pesrata 30 464 434 413 383
Pesrata 31 455 427 399 371
Pesrata 32 403 381 364 359
Mitjana 438 396 392 371
Desv. Est. 185 21.6 252 12

Injeccié d'estreptozotocina
Taula 6. Seguiment del pes (en grams) de les rates que van morir després de l'injeccié d'estreptozotocina.
Cap delles es va arribar a trasplantar.
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Pes (grams)

Resultats

V1.3.2. Grafica de seguiment del pes
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Fig. 14. Grafica del seguiment del pes (en grams). Hem agrupat les rates en 5 grups segons la resposta que
van presentar al trasplantament. Per facilitar-ne l'interpretacié hem fet la mitjana dels pesos de cada grup
amb la corresponent desviacié estandar. El grup en que I'empelt ha estat funcionant presenta un augment
significatiu (* p<0.05) del pes respecte el grup control i respecte els altres grups, mentre els grups empelt
parcialment funcionant i no funcionant, presenten una tendéncia a I'estabilitat o descens no significatiu del
pes, respecte el grup control i la resta de grups. Les rates que van morir després de l'injeccio de
I'estreptozocina van mostrar un descens del pes abans de morir.
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Resultats

V1.4. EVOLUCIO DE LA GLICEMIA EN FUNCIO DE L’EXIT DEL
TRASPLANTAMENT

En un grup de 42 rates, de les quals 10 son rates control, es fa el seguiment, cada
48 hores, de les glicemies des del dia -8 (dia en que s'administra la dosi
intraperitoneal de STZ) fins al dia 42 (fi del seguiment), en que el dia O és el del
trasplantament d'illots.

Un total de 4 rates han presentat un descens estadisticament significatiu (p<0.05)
de les glicemies després del trasplantament (rates 8,9,10 i 11).

Un total de 7 rates han presentat un descens inicial de les glicémies, perd no s’ha
confirmat en el seguiment (rates 33,34,35,36,44,45 i 46).

Un total de 13 rates han presentat una nul.la resposta després del trasplantament
(rates 12,13,14,17,18,19,26,27,29,38,39,40 i 49).

Un total de 8 rates han mort dies després de l'injecciéo d'STZ, sense arribar-se a

realitzar el trasplantament (rates 20,21,23,24,25,30,31,32).
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Resultats

V1.4.1. Taules de sequiment de glicémies

VI1.4.1.1. Grup control

Dia de seguiment
1Q

8] 6 -41-2]0 2 4 6 8 J 10§ 12§ 14 | 16 | 18 | 20 | 22-42

61| 185|196 | 223 | 273 | 31,9 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | 29,7 | 30 >33

55245 | 25 | 241 | 245 | 32 | 285 | 294 | 29,7 | >33 | >33 | >33 | 33 | >33 | >33 >33

57 231|252 | 29 | >83 | 30,1 | 333 | 296 | 29,2 | 30,7 | >33 | >33 | 29,5 | >33 | >33 >33

52| 193 | 148 | 23 25 27 | 285 | 32 31 32 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 >33

59| 282 | >33 | 323|324 | 327 | 31 | 306 | 28 | 271 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 >33

52185 | 21,7 | 178 | 328 | 22,7 | 30,7 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 >33

53| 151|167 | 23 | 289 | 193 | 268 | 236 | 28,6 | 29,8 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 >33

54 | 82 20 28 33 | 222|201 ) 283|275 | >33 | >33 | >33 | 329 | >33 | >33 >33

58 | 24 | 297 | 264 | 188 | 274 | >33 | 231 | 25 | 228 | 321 | 292 | 269 | >33 | >33 >33

54| 22 [ 214 255|236 | 208 | >33 [ 239|291 | 31 32 | >33 | 258 | 27,7 | 31 >33

55| 201 | 22.7 [ 2514 | 27.9 | 26.6 | 29.79|28.65)|29.41 | 305 | 328 | 326 | 31.3 | 321 | 325 33

03| 56 5.6 4 4.9 5 4.1 3.8 24 33 04 12 28 | 187 1 0

Injeccié d'estreptozotocina
1Q Laparotomia + injecci6 de serum fisiologic

Taula 7. Seguiment de glicemies (en mM) del grup de rates control. El dia O es practica laparotomia mitja i
injeccio de serum fisiologic a la vesicula seminal dreta. A partir del dia 22 totes les mesures de glicémia s6n
superiors a 33 mM. Aixo indica que totes les rates van esdevenir diabétiques després de I'administracio
d’'STZ i no es va modificar amb I'l Q.

Considerem diabetis les glicémies > 20 mM en una mesura o0 > 11 mM en 2 mesures consecutives.

> 33: glicémia maxima que capta l'aparell

V1.4.1.2. Grup empelt funcionant

Dia de seguiment

X
BE-6-41-21 00241618 J10J12J14416Q418J20022124126128303438])42
58 | 133118135185 47 |[605| 65 | 57 | 68 |61 |69 | 6 | 86| 7 |66 |572] 48[ 58|67 | 71|61 ] 61
5 [192| 16 |229(229| 47 |62 | 71 |56 |62 | 75|62 |69 | 68| 76 |67 |716|58 | 71|67 |67 |62]61
58 207|217 |235[235| 41 | 118|103 | 6 [111| 82 |81 |69 [905| 78 |73 |87 | 6 | 88|66 |93 | 75|76
63 | 171|159 | 258 | 258 | 57 | 168 | 11,1 | 82 | 159|104 | 11,3 9,05 |17,7|135| 73 | 68 | 55 | 7.1 9 [81]83
57 | 175|163 | 214 |214| 48 |102| 87 | 63| 10 | 8 |81 | 72 |105| 89 | 69| 71| 55| 72 8 | 69| 7
05|32| 4 |54|54|06|51|22|12|45|18|22|13|48| 3 |04 | 12| 05| 12| 06| 13|09 11
Injeccié d'estreptozotocina
X Trasplantament d'illots a les vesicules seminals

Taula 8. Seguiment de glicemies (en mM) del grup de rates en que I'empelt ha funcionat correctament.
Despreés del trasplantament s'observa una normalitzacié mantinguda de les glicemies.
Considerem diabetis les glicémies > 20 mM en una mesura o > 11 mM en 2 mesures consecutives.
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Resultats

V1.4.1.3. Grup empelt parcialment funcionant

Dia de seguiment

TX
8] 60 41 -2 0 2 4 6 8 10 12§14 16 | 18 | 20 | 22-42
Glcrata330 54 | 241 | 266 | 266 | 264 | 35 | 35 | 216 | 266 | 275|285 | 29 | 30 | 32 | >33 | >33
Glcrata34f 55| 315|241 | 201 | 289 | 142 | 241 | 322 | 316 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33
Glcrata3sf 6.1 | 118 | 167 | 262 | 263 | 21,1 | 105 | 152 | 33 | 13 | 328 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33
Glcrata37l 54 | 177 | 227 | 257 | 256 | 55 | 58 | 11 | 58 | 98 | 47 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33
Glcrata44ll 47 | 181 | 203 | 186 | 21,7 | 167 | 333 | 7,1 | 238 | 216 | 232 | >33 | >33 | >33 | 32 >33
Glcrata45) 46 | 207 | 246 | 21,1 | 168 | 5 | >33 | >33 | 20 | 158 | 164 | >33 | 207 | >33 | 33 >33
Glcratad6f 51 | 207 | 222 | 22 | 193 | 155 | 322 | >33 | 205 | 251 | 21,5 | 321 | 247 | >33 | >33 | >33
M itj ana 52| 206 | 224 | 241 | 236 | 116 | 219 | 218 23 208 | 219 | 323 | 296 | 328 | 328 33
Desv.Est. 05| 6 | 32 | 37| 44 | 69 |139|111| 91 | 83 | 106| 15| 5 | 04 | 04 0
Injeccié d'estreptozotocina
X Trasplantament d'illots a les vesicules seminals

Taula 9. Seguiment de glicémies (en mM) del grup de rates en que I'empelt ha funcionat parcialment.
Els primers dies post-trasplantament hi ha una resposta en que s'observa un descens de les glicémies

que no es manté en el seguiment. Progressivament totes les rates esdevenen diabéetiques.

A partir del dia 22 totes les mesures de glicemia son superiors a 33 mM.
Considerem diabetis les glicemies > 20 mM en una mesura o > 11 mM en 2 mesures consecutives.

> 33: glicémia maxima que capta l'aparell
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Resultats

VI1.4.1.4. Grup empelt no funcionant

Dia de seguiment
TX

-8 6 4] -2 0 2 4 6 8 10 § 12 § 14§ 16 § 18 § 20 | 22-42

el Rl 62 | 155 | 151 | 245 | 245 | 235 | 228 | 331 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33

el Rkl 54 | 186 | 184 | 249 | 3833 | 26 | 298 | 333 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33

eV RV 55 | 276 | 302 | 242 | >33 | 246 21 213 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 >33

Glicémiarata 17 57 | 275 32 >33 | >33 | 315 | >33 | 26,7 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 >33

eV HEisl 55 | 263 | 331 | >33 | >33 | 333 32 286 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 >33

S nEYG RNl 52 | 27,7 | >33 | >33 | >33 | 265 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 >33

el el 52 | 208 | 277 | 28 | 297 | 266 | 264 | 307 | 273 | 261 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33

- eyl 51 | 237 | 259 | 27 | 248 | 18 | 192 | 25 | 28 | 211|226 | 28 | 28 |3L,7 | 30 | >33

Glicémiarata 29 54 | 19,7 26 28,8 31 >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 >33

el el 49 | 235|232 | 275|281 | 254 | 25 | 29 | 24 | 28 | 31 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33

el e 51 | 225|262 | 275|326 | 271 | 22 | 25 | 19 | 22 | 28 | 31 | 32 | >33 | >33 | >33

el VoM 53 | 235 | 195 | 274 | 328 | 247 | 29 | 24 | 18 | 22 | 25 | 29 | 31 | >33 | >33 | >33

Glicémiarata 49 20 22 | 214 | 255 | 282 | 305 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 | >33 >33

Mitjana 65 | 23 | 255 | 28 | 305 | 27 | 276 | 289 | 202 | 205 | 31 | 321 | 324 | 329 | 27 | 3B

Desv. Est. 41 | 37 | 58 | 31 | 82 | 42 | 51 | 41 | 56 | 49 | 35 | 1.7 | 14 | 03 | 08 0

Injeccié d'estreptozotocina
TX Trasplantament d'illots a les vesicules seminals

Taula 10. Seguiment de glicemies (en mM) del grup de rates en que I'empelt no ha funcionat. En algun
cas hi ha un lleuger descens de la glicemia que no és significatiu i que no es manté. La resta no
presenten cap tipus de resposta al trasplantament.

A partir del dia 22 totes les mesures de glicemia son superiors a 33 mM.

Considerem diabetis les glicéemies > 20 mM en una mesura o > 11 mM en 2 mesures consecutives.

> 33: glicémia maxima que capta l'aparell
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Resultats

VI1.4.1.5. Grup STZ toxica

Dia de seguiment

-8 -6 -4 -2 0
Glicemiarata 20 5.3 181
Glicemiarata 21 5,2 18,4
Glicémiarata 23 5,3 138
Glicemiarata 24 5,4 175
Glicemiarata 25 5,4 21,7
Glicemiarata 30 5,5 24,1 195 291
Glicemiarata 31 6,2 237 221 132
Glicémiarata 32 6.2 211 211 235
Mitjana 55 19.8 20.9 21.9
Desv. E<t. 0.4 3.4 13 8.1

Injeccié d'estreptozotocina
Taula 11. Seguiment de glicemies (en mM) del grup de rates que han mort després de linjeccid

d'estreptozotocina. Totes van esdevenir diabétiques abans de morir.
Considerem diabetis les glicemies > 20 mM en una mesura o0 > 11 mM en 2 mesures consecutives.
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Resultats

VI1.4.2. Grafigues de sequiment de glicemies

VI1.4.2.1. Grup control

Glicemia (mM/1)

-8 6 -4-20 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

STz Administraci6 Estreptozotocina
1Q Laparotomia + injeccid de serum fisiologic ala vesicula seminal dreta

1Q

Seguiment (dies)

———Rata 15
—— Rata 16

Rata 22
—>¢—Rata 28
—X¥— Rata 36
—0—Rata 41
—+—Rata 42
Rata 43
Rata 47
Rata 48

Fig. 15. Grafica de seguiment de glicemies (en mM) del grup control. Hiperglicemia mantinguda després de
linjeccié d'estreptozotocina. Es practica laparotomia mitja i injeccié de sérum fisiologic a la vesicula

seminal dreta.
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Resultats

V1.4.2.2. Grup empelt funcionant

——o—Rata 8
——Rata 9

Rata 10

—>¢—Rata 11

8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
TX Seguiment (dies)

STz Administraci6 Estreptozotocina
TX Trasplantament illots pancredtics

Fig. 16. Grafica de seguiment de glicemies (en mM) del grup en que l'empelt ha estat funcionant.
S'observa un descens significatiu i mantingut de la glicémia després del trasplantament d'illots de
Langerhans i fins a la fi del seguiment.
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Glicemia (mM/1)

Resultats

V1.4.2.3. Grup empelt parcialment funcionant
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TX Seguiment (dies)

STZ Administraci6 Estreptozotocina
TX Trasplantament illots pancreatics

Figura 17. Grafica de seguiment de glicemies del grup de rates en que I'empelt ha funcionat
parcialment. Els primers dies post-trasplantament hi ha un descens de les glicémies, parcial o inclos
fins a la normalitzacié, pero que no es manté en el seguiment.
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Resultats

V1.4.2.4. Grup empelt no funcionant

35

R R

Glicémia (mM/I)
& 8 & 8
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8 6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

T Seguiment (dies)

STZ Administraci6 Estreptozotocina
TX Trasplantament illots pancreatics

—4&—Rata 12
—l—Rata 13
Rata 14
—>¢—Rata 17
—X¥— Rata 18
——Rata 19
—+—Rata 26
Rata 27
—==— Rata 29
Rata 38
Rata 39
Rata 40
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Figura 18. Grafica de seguiment de glicémies del grup de rates en que I'empelt no ha funcionat. No

es produeix resposta al trasplantament d'illots de Langerhans.
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V1.4.2.5. Grup STZ toxica
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Figura 19. Grafica de seguiment de glicemies del grup de rates en que I'estreptozotocina ha estat
toxica, produint I'éxitus de les rates. Totes esdevenen diabétiques després de l'injeccio d'STZ.
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VI1.4.2.5. Mitges dels 5 grups
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STZ toxica

Figura 20. Grafica que compara les mitges de les glicemies dels 5 grups de rates. Destaca el grup
“empelt funcionant” que després del trasplantament presenta un descens mantingut significatiu
(*p<0.005) de la glicemia respecte el grup control i la resta de grups. El grup “empelt parcialment
funcionant”, inicialment presenta un descens de la glicemia, perd no es manté en el seguiment. El grup
“control” i el “no funcionant” presenten una corba similar, mantenint-se amb un estat d’hiperglicemia
durant tot el seguiment. No hi ha diferencies significatives entre els grups “empelt parcialment
funcionant” i “empelt no funcionant” amb el grup “control”. El grup “STZ toxica” presenta un
seguiment curt donat I'éxitus de les rates als pocs dies de l'injeccié d'STZ. Totes son diabétiques.
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VI1.4.3. Resposta al trasplantament

En el seglient grafic es pot observar el percentatge de rates trasplantades amb
illots (excloem les rates control i les que han mort per I'efecte toxic de I'STZ) que
han respost correctament, el de les que han respost parcialment i el de les que no
han respos al trasplantament.

Aixi podem dir que un 44% de les rates presenten una resposta positiva al
trasplantament, mentre que el restant 56% no ho fan.

Del grup de rates que responen al trasplantament, tan sols un 16% presenten una

resposta definitiva, mentre el 28% ho fan de forma temporal o parcial.

B Empelt funcionant

O Empelt parcialment
funcionant

B Empelt no funcionant

Figura 21. Grafica que mostra el percentatge de respostes al trasplantament a les vesicules
seminals. El 16% responen de forma definitiva al trasplantament. El 28% ho fan de forma temporal o
parcial i el 56% no han respos correctament al trasplantament.
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V1.4.4. Efecte toxic de |'estreptozotocina

Un grup de 8 rates han mort entre 4 i 8 dies després de l'administracio de
I'estreptozotocina. Les autopsies han demostrat que no ha estat consequéncia de
complicacions per l'injeccié intraperitoneal d'aquesta. Tampoc es relaciona amb
glicémies excessivament altes, ja que en tots els casos eren inferiors a 25 mM. Hi
ha una dada comu a tot el grup, el pes inicial de les rates. El grup afectat (8 rates)
presenta una mitjana de pes inicial de 438 grams, superior a la mitjana del pes
inicial de la resta de rates (216 grams). Aplicant un test no paramétric de

Wilcoxon, aquest fet té una significaci6 estadistica important (p<0.0001).
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VI1.5. ANALISI HISTOLOGIC DE LES VESICULES TRASPLANTADES

L'estudi histologic amb hematoxilina-eosina i l'immunohistoquimic amb
tincions d'insulina i glucagd ens mostra com els illots, immediatament
després del trasplantament estan presents a la llum de la vesicula seminal,
mentre a les 48 i 96 hores del trasplantament s'aprecien implantats a la
paret de la vesicula seminal. Aguesta mateixa troballa s'observa a les
vesicules trasplantades en que l'empelt ha estat funcionant al final del
seguiment. En els grups en que I'empelt ha funcionat parcialment o no ha
funcionat, el nombre d'illots que es visualitzen és escas o nul. A les vesicules

control, obviament, s'observa lI'estructura normal de la vesicula seminal.

3 i ol ,
Vi ~Fal
Figura 22. Marcatge immunohistoquimic anti-glucag6 sobre una secci6 de vesicula seminal amb illots

acabats de trasplantar. La imatge mostra els illots a la llum de la vesicula. 100 augments.
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Figura 23. Marcatge immunohistoquimic anti-insulina sobre una seccié de vesicula seminal amb illots
acabats de trasplantar. La imatge mostra els illots a la llum de la vesicula. 100 augments.
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Figura 24. Tinci6 immunohistoquimica anti-glucagé d'una seccid de vesicula extreta a les 96 hores

del trasplantament. Els illots es troben al teixit connectiu de la vesicula. 100 augments.

Figura 25. Tincié immunohistoquimica anti-glucagé. lllots al teixit connectiu de la vesicula. Fi del
seguiment de 42 dies del grup “empelt funcionant”. 100 augments.
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V1.6. ESTUDI COMPARATIU: CAPSULA RENAL vs VESICULA SEMINAL

Analitzant i comparant els resultats obtinguts en ambdés estudis, s'observa que el
percentatge d’empelts no funcionants és superior al grup “vesicula seminal” (84%)
respecte el 55.6% del grup “capsula renal”. Al grup “capsula renal” s'obtenen
millors respostes definitives al trasplantament (44.4%) que al grup “vesicula
seminal” (16%). Als dos grups hem considerat com a “empelt no funcionant” tots
aquells que no han presentat una resposta definitiva, és a dir, “empelt parcialment
funcionant” i “empelt no funcionant”.

No obstant aix0, aplicant un test no paramétric de Fisher, no es troben
diferéncies significatives. Es requeriria una n superior per poder obtenir
significacié estadistica.

Els resultats obtinguts a I'estudi de la capsula renal sén similars als trobats a la

literatura.

107



Resultats

Vesicula seminal

B Empelt
funcionant

B Empelt no
funcionant

Capsula renal

B Empelt
funcionant

B Empelt no
funcionant

Figura 26. Grafiques comparatives del trasplantament a les vesicules seminals i a la capsula renal.
Destaca un millor percentatge de funcionament definitiu dels illots a la capsula renal respecte a la
vesicula seminal (44.4% vs. 16%).
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Discussi6

VII.1. PLANTEJAMENT

El trasplantament d'illots de pancreas, des de fa anys, es presenta com una possible
alternativa pel tractament definitiu de la diabetis mellitus. Els resultats obtinguts
fins a l'actualitat no han estat els esperats i €s per aixd que s'estan buscant possibles
alternatives que puguin millorar-los. Son diverses les possibles causes del fracas de
I'empelt i és per aquest motiu sén molt diversos els camps d'estudi. Seguint la linia
d'investigacié en trasplantament d'illots que desenvolupa el nostre grup, dirigit pel Dr
Pujol, des del 1989, hem indagat sobre els organs immunologicament privilegiats.
L'excepcional d'aquests drgans es basa en que els antigens en interaccionar amb les
cel.lules T, en lloc de provocar una resposta immunitaria destructiva, indueixen
tolerancia o una resposta que no és destructiva pel teixit.

Els llocs immunoldgicament privilegiats sén interessants per dos motius. En primer
lloc, la comunicacié entre el lloc privilegiat i el cos és atipica, donat que el fluid
extracel.lular en aquests llocs no passa a través dels limfatics convencionals, tot i que
les proteines localitzades en aquests llocs els abandonen i poden tenir efectes
immunologics. En segon lloc, els factors humorals, presumiblement citoquines, que
afecten la conducta de la resposta immunitaria, son produits en aquests llocs
immunologicament privilegiats i els abandonen juntament amb els antigens. Sembla que
la citoquina antiinflamatoria TGF-B és particularment important en aquest aspecte.
Els antigens barrejats amb TGF-B semblen induir respostes de cél.lules T que no
danyen els teixits. Es creu que alguns antigens expresats en llocs immunologicament
privilegiats no indueixen tolerancia ni activacid, pero si la activacié és induida en un
altre lloc, poden convertir-se en dianes d'un atac autoimmunitari. Es per aixo que es
diu que les ceéllules T especifiques dantigen que son segrestades en llocs
immunologicament privilegiats estan en un estat d'ignorancia immunologica (Janeway

et al, 2000).
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Malgrat tot, encara es desconeixen moltes de les caracteristiques dels llocs
immunologicament privilegiats.

Donat que les vesicules seminals presenten una estructura histologica similar als
testicles, que com la coOrnea, l'Uter o el cervell, es consideren oOrgans
immunologicament privilegiats, i que presenten una membrana semipermeable, se'’ns
plantejava el dubte, si des daquest punt de vista, es poden considerar organs
immunologicament privilegiats. En aquest sentit destaguem que no hem trobat cap
treball a la literatura medica que faci referéncia al trasplantament d'illots a les
vesicules seminals, i que, per tant, aquest treball és la primera experiencia mundial.
Les vesicules seminals, a banda de la seva possible consideraci6 com a organ
immunologicament privilegiat, presenten altres avantatges:

1) La duplicitat anatomica permet treballar sobre una de les vesicules sense
alterar la funcionalitat de l'altra.

2) Facil accés quirdargic en experimentacio animal.

3) Possible reproduccidé técnica en humans mitjancant un abordatge minimament
invasiu com la laparoscopia, amb la que ja hi ha descrites exéresis de quists de
vesicules seminals (Cherullo EE, 2002) (McDougall EM, 2001).

4) Contingut de les vesicules ric en fructosa, potassi, magnesi, bicarbonat,
prostaglandines, prolactina i altres nutrients.

5) Efecte immunosupressor al inhibir l'activitat dels leucocits en situacié de
leucocitospermia. S’ha descrit que en homes amb leucocitospérmia i hipofuncié
de les vesicules seminals, s'afecta el nombre i motilitat dels espermatozous i la
morfologia del semen, mentre en homes amb leucocitospérmia i funcionament
correcte de les vesicules seminals, la qualitat del semen és correcte. Aquestes
troballes sugereixen que el normal funcionament de les vesicules seminals és
important per evitar els efectes negatius dels leucocits sobre l'esperma

(Gonzales GF, 2001).
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6) Secrecié d'antigens per prevenir la resposta immune de la femella contra els
espermatozous, com ara 1gG-Fc, que protegeixen els espermatozous de la
resposta cel.lular citotoxica mediada per 1gG (Bukovsky A et al, 1991).

Totes aquestes caracteristiques fan de les vesicules seminals un potencial drgan per a

implantar-hi els illots de forma exitosa.

VII1.2. RESULTATS

Els resultats obtinguts pel nostre grup en l'aillament /n vitro dels illots pancreatics de
rata son d'una viabilitat dels illots >90%, una puresa >60% i un rendiment (recuperacio
d'illots post-gradient) d'un 75%, resultat comparable amb altres séries reconegudes
(Scharp DW et al, 1990) (Vargas F et al, 1998). Els illots obtinguts poden presentar
alteracions de la membrana en el procés de digestié. Aixi, al 25% d'illots morts durant
la digestié s'hi ha dafegir uns illots amb una estructura alterada. Si a aquest
percentatge hi afegim els que moren en el procés de trasplantament i que només es
trasplanten illots de diametre superior a 150 um, és facil entendre que el nombre
d’illots necessaris per a fer un trasplantament amb garanties ha de procedir d'un
minim de 2 pancreas donants. Aquest fet ja es constata en humans.

A la nostra experiencia previa de trasplantament d'illots de pancreas, a la sub-capsula
renal, ja vam requerir d'un nombre dillots entre 800 i 1200 (procedents de 2
pancrees). Es va obtenir una correcta funcionalitat de lingert en un 44% dels
receptors. Seguint la mateixa teécnica i pel mateix grup, hem practicat el
trasplantament d'illots a les vesicules seminals obtenint una funcionalitat definitiva de
l'ingert en un 16% dels receptors i una funcionalitat temporal o parcial en un 28% més.
No obstant, a I'experiment vam demostrar que el trasplantament era efectiu, ja que al
extreure la vesicula seminal implantada les glicemies augmentaven fins a l'estat de

diabetis inicial.
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VI1.3. FACTORS QUE ALTEREN LA FUNCIONALITAT

Per qué sota unes premisses que ens farien pensar en un major funcionament de

I'empelt no hem obtingut els resultats esperats? Diversos factors poden intervenir:

1

2)

3)

4)

La manipulacié de les vesicules seminals durant la cirurgia, la lligadura del
conducte excretor, la distensié de la vesicula, poden provocar una reaccio
inflamatoria que pugui alterar la correcta implantacié i funcionament dels illots.
La revascularitzacio dels illots a la vesicula seminal és un dels interrogants que
ens hem plantejat. Aixi com a organs com la capsula renal o la melsa s'observa
una neovascularitzacié important, a la vesicula seminal, els illots que no
s'implanten a la paret, siné que es queden a la llum, poden presentar un deficit
d'aportaci6 sanguini. En aquest context, creiem que els illots que van presentar
un funcionalisme correcte va ser per la seva implantacié a la paret de la
vesicula seminal. Aquest fet es pot observar a les imatges histologiques
obtingudes al final del seguiment, en el grup que va presentar un funcionalisme
correcte.

L'inervacio dels illots és un interrogant que no ens podem contestar amb aquest
experiment, i que també pot tenir la seva importancia, donat el seu paper en la
regulacié de la resposta dels illots a la concentracio plasmatica de glucosa. La
manca de neovascularitzacié pot estar molt lligada a la manca de neoinervacié.
Les hiperglicemies mantingudes després de l'administracié d'estreptozotocina
podrien provocar l'esgotament metabdlic de lillot quan encara no esta ben
vascularitzat, fet que podria explicar per qué en un grup de rates es va
aconseguir una reduccid de les glicémies inicialment, que posteriorment no es
va mantenir. En aquest aspecte ens plantegem la possibilitat d'administrar
insulina exogena els primers dies del trasplantament a fi de disminuir els

requeriments de l'illot.
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5) El pes inicial de les rates, també pot tenir una influéncia important. El grup
“empelt funcionant” té una mitjana de pes inicial de 236 grams. El grup “empelt
parcialment funcionant” de 252 grams i el grup “empelt no funcionant” de 274
grams (diferéncies no significatives). El major requeriment d'illots en relaci6 al
pes de la rata pot influir en I'exit o fracas del trasplantament, tot i que no és
I'tinic factor determinant ja que algunes rates amb baix pes inicial també van
presentar una baixa funcionalitat.

6) La variabilitat de la técnica quirdrgica no ha influit en els resultats, donat que
la reproduim d'una forma molt estandaritzada i és relativament senzilla. En
alguns casos en que la técnica és erratica, és facil de visualitzar-ho i es treuen
del protocol. Donada I'experiéncia del grup en el trasplantament experimental
d'illots, creiem que es pot relativitzar la importancia d'aquest aspecte.

7) Factors de viabilitat que alteren el metabolisme i la funcionalitat de la cél.lula
B, durant el procés de digestié i purificaci6. Aixd, acompanyat de les
hiperglicémies inicials i la manca de vascularitzacié en el post-trasplantament
immediat, podria disminuir la funcionalitat i capacitat d’adaptacio de l'illot.

Comparant els nostres resultats amb els obtinguts en els primers trasplantaments en
altres organs, el percentatge de funcionalitat és similar. Creiem que millorant el
protocol d'obtencié dillots, augmentant el nombre d'illots per trasplantament i
millorant la técnica d'implantacié quiridrgica, es podria assolir una funcionalitat similar
a l'obtinguda pel trasplantament a d'altres organs.

Donat que l'estudi el vam realitzar en rates singéniques, no ens permet treure
conclusions sobre el potencial privilegi immunoldgic de les vesicules seminals. En
aquest estudi hem avaluat la funcionalitat dels illots en aquest 6rgan i un cop assolits

nivells de funcionalitat optims caldra fer trasplantaments en un model al.logénic.
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VI1.4. LIMITACIONS DE L’ESTUDI

El fet que el nostre estudi es basi en el trasplantament d'illots a les vesicules
seminals, limita, obviament, el potencial benefici als mascles. Es un punt de
controversia, pero que donada I'amplitud de la potencial poblacié beneficiada, i que
si hagués funcionat de forma oOptima obria les portes a seguir investigant en
organs femenins, com ja s’ha fet a I'iter, o bé a les trompes de Falopi.

Treballar amb rates singéniques també limita les conclusions que es podrien treure
de l'estudi, ja que no permet coneixer si les vesicules seminals so6n organs
potencialment privilegiats, perd no era l'objectiu de l'estudi, ja que el que voliem
coneixer és si eren un bon lloc per trasplantar-hi illots i en un futur es planteja

I'estudi en rates al.logeniques.

VII1.5. ESTREPTOZOTOCINA

Durant l'estudi es va produir un fet inesperat, la mort de 8 rates als pocs dies de
I'administraciéo d'STZ. Aquest fet, poc documentat a la literatura médica. S’ha
atribuit al possible efecte toxic de I'STZ sobre altres organs, a més del pancreas.
En I'experiencia del grup de Kravnak en limfocits humans en cultiu, el tractament
curt amb dosis altes d'STZ o tractament perllongats amb baixes dosis d'STZ
indueix la mort cel.lular i inhibici6é de la mitosi en grau important.

A la nostra experiéncia destaca que les rates que van morir presentaven un pes
inicial significativament superior a la resta. Creiem que la dosi d'STZ pot ser la
responsable de la mort de l'animal. En aquest sentit destaquem que la dosi
requerida per assolir la diabetis en ratolins, rates o gossos no és proporcional al
seu pes, sind que el ratoli requereix dosis proporcionalment més elevades que la

rata, i aguesta respecte el gos (Pelegrin M et al, 1998) (Tobin BL et al, 1993). Si a
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una rata de 200 grams se li administra la mateixa proporcié d'STZ que a una de

400 grams, pot ser que aquesta dosi li sigui toxica, com aixi hem constatat.

VII.6. FUTUR

Els darrers anys, el trasplantament d'illots de pancreas en humans ha fet un canvi
de rumb. Si bé inicialment els resultats no eren els desitjats, des de I'aplicacio del
protocol d’Edmonton els resultats estan essent molt esperancadors. Encara és
aviat per saber l'abast daquest aveng, pero sembla que les millores en les
tecniques de purificacié dels illots, el major nombre dillots trasplantats, la
repeticié del trasplantament tantes vegades com sigui necessari per assolir el
control esperat, les millores en les técnigues d'implantacié i en I'immunosupressio
han canviat radicalment el panorama i han estimulat novament la investigacioé en
aquest camp.

Darrerament, a la investigacio del trasplantament d'illots de pancreas, han pres
gran rellevancia les cél.lules mare o “stem cells”. Creiem que aquesta linia
d'investigacié pot significar un altre pas important, com ja s'esta demostrant a la
practica clinica en d'altres branques de la Medicina.

Si a partir de “stem cells” dadult autdlogues poden obtenir illots d'un mateix
pacient s'evitaran dos grans limitacions del trasplantament d'illots, el rebuig i el
nombre insuficient d'illots de que disposem. Quedara per millorar el punt sobre el
que hem treballat, el lloc dimplantacié dels illots, donat que l'actual lloc
d'implantacio, el fetge per via portal, no esta exempte de complicacions. Tot i
l'evident aveng que esta suposant l'investigaciéo en “stem cells” encara queda un
llarg cami per recorrer, on les consideracions etiques per I'Us d'embrions en

l'investigacio, estan suposant un fre.
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Els evidents progressos obtinguts els darrers anys a la practica clinica i en
investigacio no han fet més que reactivar l'activitat cientifica en aquest camp i els
fruits d'aguest fet s’han de recollir durant la propera década, on esperem trobar
una sol.lucié definitiva pels milions de malalts de diabetis mellitus tipus 1. Més
lluny es troba la possibilitat d'actuar sobre els factors etiopatogenics i poder aixi

prevenir la instauracié de la malaltia.
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Conclusions

'Id

L'empelt d'illots a la vesicula seminal és viable técnicament.

Les vesicules seminals sén organs on l'empelt dillots pot funcionar
adequadament.

El nombre minim d'illots trasplantats per aconseguir un empelt funcionant
al nostre estudi és de 800, obtingut de la purificaci6 de 2 pancreas
donants.

Els empelts funcionants (17.4%) ho han estat fins a la finalitzacié del
seguiment (42 dies).

L'exéresi de les vesicules trasplantades als empelts funcionants provoca el
retorn immediat a I'estat de diabetis.

Histologicament, als empelts funcionants es troben illots inclosos a la paret
de la vesicula seminal.

L'empelt dillots a la vesicula seminal presenta un percentatge de

funcionalisme inferior a l'obtingut pel nostre grup a la capsula renal.
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