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Resumen

El trasplante de islotes de páncreas es un campo en desarrollo para el tratamiento de la
Diabetes Mellitus. En la actualidad, la técnica de aislamiento es un proceso complejo que
todavía tiene algunos problemas. Dos de los problemas que encontramos son el alto costo
del procedimiento y la toxicidad celular por el uso de Ficoll durante la purificación de
islotes pancreáticos de Langerhans. Hemos centrado nuestros esfuerzos en reducir el costo
del procedimiento y la lesión celular mediante el uso de filtros de nylon como una alterna-
tiva al gradiente de Ficoll para mejorar los resultados de aislamiento de islotes en un
modelo animal.
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Nylon filters, a new technique for the pancreas islet isolation in a canine research model, a
technical standardization
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Introducción

Para los pacientes con diabetes tipo
1 en Colombia que sufren de hipoglu-
cemias, labilidad de la glucemia o pro-
gresión rápida de las complicaciones
de la diabetes, el tratamiento con in-
sulina exógena recombinada no es la
mejor respuesta para sus problemas[1].

Para poder ofrecerles un tratamien-
to más fisiológico a su trastorno
metabólico, una de las respuestas es
el trasplante de islotes de Langerhans.
Lo que busca el trasplante es rempla-
zar las células beta no funcionantes por
nuevas, que le den al paciente un con-
trol constante de la glucemia para no
tener picos de hiperglucemia o
hipoglucemia que pongan en riesgo la
vida del paciente. Para poder realizar
este trasplante hay que rescatar el
páncreas de un donante y procesarlo

Abstract

Pancreas islet transplantation is a developing field
for the treatment of diabetes mellitus. Currently the
isolation technique is a complex process that still
has some problems to overcome. Two of the
problems we addressed were the high cost of the
procedure and the cellular toxicity derived from
Ficoll use during purification of pancreatic islets
of Langerhans during the isolation procedure. We
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procedure and cellular injury by using nylon filters
as an alternative to Ficoll gradient purification and
improving the outcome of islet isolation in a large
animal model.
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para poder aislar los islotes que des-
pués serán trasplantados.

Actualmente, en Colombia sólo la
Universidad de Valle del Cauca reali-
za el aislamiento de los islotes pan-
creáticos en una fase de investigación,
pero dada la gran demanda y el am-
plio territorio de nuestro país, un solo
centro no basta para poder implemen-
tar este tratamiento en las personas que
lo necesitan.

Por esta razón, iniciamos la inves-
tigación en el aislamiento de los islo-
tes de Langerhans para brindarles esta
tecnología a los pacientes que acudan
a los servicios de salud del país.

Diabetes mellitus

La diabetes es una enfermedad
metabólica que se caracteriza por ni-
veles elevados de glucosa en plasma:
más de 126 g/dl, preprandial, y más
de 200 g/dl, posprandial.

La diabetes se divide en tipo 1 y
tipo 2. La diabetes tipo 1 se caracteri-
za por deficiencia en la producción de
insulina y tendencia a la cetoacidosis;
se divide en los tipos 1A y 1B. En la
diabetes tipo 1 A se conocen marca-
dores de autoinmunidad y en la tipo
1B no (2).

La diabetes tipo 2 se caracteriza
por resistencia periférica a la insuli-
na, disminución de la secreción de
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insulina y aumento en la producción
de glucosa.

En el mundo, aproximadamente,
6% de la población es diabética, y de
ellos, 90% son del tipo 2. En Colom-
bia, se habla que hay cerca de
2’400.000 diabéticos. La diabetes tipo
1 es una enfermedad muy costosa para
el sistema de salud colombiano. Tra-
tar a un diabético tipo 1 al año cuesta,
aproximadamente, $ 3’196.000, sin
contar con que la diabetes es la prin-
cipal causa de falla renal crónica que
requiere diálisis y que el costo de ésta
podría elevarse, aproximadamente, a
$50’400.000 al año.

Páncreas exocrino y endocrino

El páncreas es una glándula que se
encuentra dividida en una porción que
hace parte del sistema endocrino y
otra, del exocrino.

Los acinos conforman la unidad del
sistema exocrino, el cual produce las
enzimas pancreáticas (tripsina,
quimiotripsina, carboxipeptidasa,
lipasa, etc.) que son llevadas por el con-
ducto pancreático hasta el duodeno.

Los islotes de Langerhans son la
estructura básica del sistema endocri-
no del páncreas. Hay 1’000.000 de
ellos, aproximadamente, en cada
páncreas humano. En sus células se
producen hormonas que se distribuyen

por el torrente sanguíneo para produ-
cir una respuesta en células distantes.

Las células beta producen la insu-
lina y constituyen el 70% del islote de
Langerhans; las células alfa producen
el glucagón y son el 20%; las células
delta producen la somatostatina y son
el 5%; las células gamma producen la
gastrina y son el 1% y, por último, las
células PP producen el péptido pan-
creático y son el 1% (3).

Insulina

La insulina es una hormona que al
principio es producida como preproin-
sulina, un péptido continuo de 86
aminoácidos que, luego de ser escin-
dido enzimáticamente, se transforma
en proinsulina, que es un péptido com-
puesto por tres porciones, A, B y C.
En el paso final en la producción se
libera el segmento C de 33 aminoáci-
dos y quedan sólo el segmento A de
21 aminoácidos y el B de 30 aminoá-
cidos. El péptido C es empaquetado
en los gránulos con la insulina; eso
quiere decir que por cada molécula de
insulina liberada, se libera otra del
péptido C al torrente sanguíneo.

La célula beta es capaz de identifi-
car el nivel de glucemia sanguínea y
liberar insulina para disminuir su con-
centración en sangre y detener la se-
creción cuando llega a su punto
óptimo.
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Esto lo logra gracias al transporta-
dor de membrana GLUTS 2 que per-
mite la entrada de glucosa a la célula;
la glucosa se transforma en la mito-
condria en ATP/ADP, que activa el
receptor de sulfunilurea (sitio SUR);
éste permite la salida de K que produ-
ce despolarización de la membrana y
hace que los canales de calcio depen-
dientes de voltaje se abran y dejen en-
trar el calcio extracelular que,
finalmente, produce la liberación de
insulina.

La insulina sirve para que los tejidos,
como el músculo esquelético, el tejido
adiposo, el hígado y el riñón, puedan
introducir la glucosa a su citoplasma
y utilizarla para producir energía.

La insulina estimula al receptor de
insulina que, mediante segundos men-
sajeros intracelulares, estimula la mi-
tosis, la síntesis de proteína, la síntesis
de glucógeno y el transporte de glu-
cosa, al incrementar los factores de
trascripción de otro transportador de
membrana el GLUT 4, que es el en-
cargado de transportar la glucosa al
interior de la célula.

Cuando hay un déficit de insulina,
la glucosa no puede entrar a las célu-
las y permanece en el torrente sanguí-
neo aumentando el nivel de glucemia.
Esto es lo que produce todas las com-
plicaciones que se asocian con la dia-
betes, como el estado cetoacidótico o

hiperosmolar, la ateromatosis, la reti-
nopatía diabética, la nefropatía, los
trastornos inmunitarios y el daño ge-
neral de toda la microvasculatura.

Los pacientes que sufren diabetes
tipo 1 necesitan la insulina exógena
para poder vivir. Sin ella, sus células
no podrían tener acceso a la glucosa,
no podrían producir energía y, ade-
más, entrarían en un estado cetoaci-
dótico.

La administración de insulina
exógena es muy efectiva en la mayo-
ría de pacientes, pero exige una gran
disciplina y cuidado en los controles
de glucemia, en la dieta, en la clase de
insulina que se deben aplicar y en el
momento del día cuando se la deben
aplicar, para tratar de simular la fisio-
logía de la glucosa en el organismo.

En algunos pacientes es muy difí-
cil el manejo de la glucemia, ya que
pueden presentar picos de hipergluce-
mia o episodios muy peligrosos de
hipoglucemia. La meta de la imitación
fisiológica con estos pacientes es casi
imposible, ya que no se cuenta con
sensores internos que informen exac-
tamente el comportamiento de la glu-
cosa todo el tiempo. En ellos, las
complicaciones de la diabetes apare-
cen más rápidamente que en los de-
más pacientes, dado el mal control de
la glucemia[2].
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En estos casos, la esperanza de
poder tener una mejor calidad de vida
es el trasplante de células beta aisla-
das o el trasplante del páncreas com-
pleto, que les permita una mejor
regulación de la glucosa en sangre, ya
que las células beta nuevas serían las
encargadas de liberar la insulina cuan-
do capten que la necesite el cuerpo y
de dejar de hacerlo cuando los nive-
les de glucosa sean óptimos[7].

Trasplante de células beta

Los primeros estudios en trasplan-
te de tejido pancreático se iniciaron en
1893. Veintinueve años antes del des-
cubrimiento de la insulina por Banting
y Best, el doctor Williams y su cole-
ga, el cirujano Harsant, trataron un
joven de 15 años en la enfermería del
Bristol Royal ¿Hospital? con implan-
tes subcutáneos de fragmentos de
páncreas de ovejas; no lograron el
control de la glucemia y encontraron
tejido fibroso en el estudio histológico
post mortem. Pybus informó dos pa-
cientes diabéticos a quienes se les im-
plantaron fragmentos subcutáneos de
páncreas humano; en uno de ellos se
logró eliminar la glucosuria[18].

Los trasplantes de páncreas se ini-
ciaron en 1972. Sin embargo, no eran
lo suficientemente exitosos como para
permitir a los diabéticos ser indepen-
dientes de la insulina por periodos pro-
longados, pues los medicamentos
inmunosupresores y las técnicas para

obtener células del páncreas no eran
los más adecuados.

El primer problema era la escasa ob-
tención de células de los páncreas. La
respuesta que inició el cambio se debe a
Camilo Ricordi, quien introdujo el mé-
todo automatizado. Éste consiste en
canalizar el conducto pancreático e
infundir por él colagenasa, que digie-
re la porción exocrina del páncreas y
deja la endocrina sin alteraciones. El
páncreas se coloca luego en la cáma-
ra de Ricordi, que consiste en una
máquina estéril en su interior que ab-
sorbe los islotes de Langerhans que
están siendo liberados y los coloca en
un recipiente aparte, para que no sean
lesionados por la excesiva exposición
a la colagenasa, ni sean dañados al ser
separados y recogidos por medios
mecánicos [4, 5 ].

Una vez obtenidos, los islotes se
purifican para asegurarse de que sean
del tamaño apropiado para implantar-
los. Esto se hace mediante un sistema
de aféresis (modelo 2991 COBE La-
boratories) que hace pasar los islotes
por unos gradientes continuos de
Ficoll-ácido diatrozidoico. Esto permi-
te que los islotes sean separados por
densidades y los más puros, que se-
rán usados en el trasplante, queden en
la parte superior. Se considera que son
aptos para trasplante cuando el núme-
ro de islotes aislados sobrepasa los
4.000 por kg de peso del receptor, se
encuentran empaquetados y alcanzan
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un volumen menor de 10 ml. La pre-
paración final de islotes se suspende
en 120 ml de medio que contiene 500
unidades de heparina y 20% de albú-
mina humana[4-6].

Los islotes se implantan en los
sinusoides del sistema porta del híga-
do. El abordaje se hace bajo visión
fluoroscópica o ecográfica, mediante
un catéter Kumpe 5F que se coloca en
la rama derecha de la vena porta y se
avanza hasta la porta común. Al lle-
gar allí, se infunde la preparación en
un tiempo de 5 minutos. La presión
de la vena porta se mide al inicio y al
final de la infusión[4-6]. Actualmente
se cuestiona la implantación en el sis-
tema porta, por sus bajas concentra-
ciones de oxígeno (PO

2
 cercana a 10

mm Hg) y la respuesta inmune que se
desata de inmediato con la instilación
de los islotes en el torrente sanguíneo.

El segundo problema radicaba en la
inmunosupresión. Como las células
beta del donante trasplantadas poseen
un complejo mayor de histocompati-
bilidad diferente al del receptor, hay
que administrar inmunosupresores
para evitar la destrucción de las célu-
las por parte del sistema inmune del
receptor.

La mayoría de los inmunosupreso-
res elevan la glucosa o aumentan la
resistencia periférica a la insulina. El
mundo recibió la respuesta en 2000,
cuando un grupo de la Universidad de

Alberta en Edmonton, Canadá, intro-
dujo un esquema de inmunosupresión
libre de glucocorticoide. Este protoco-
lo consiste en administrar al paciente
una dosis de carga por vía oral de
sirolimus, 0,2 mg/kg, seguida por una
dosis diaria de 0,1 mg/kg, con control
de los niveles plasmáticos para man-
tenerlos entre 12 y 15 ng/ml los pri-
meros tres meses, y luego, ajustar la
dosis para mantenerlos entre 7 y 10
ng/ml; una dosis inicial por vía oral
de tacrolimus, 1 mg cada 12 horas, y
luego ajustar la dosis para mantener
el nivel plasmático del fármaco entre
3 y 6 ng/ml; y dosis de daclizumab de
1 mg/kg, cada 14 días, para un total
de cinco dosis[4-6].

Con este nuevo protocolo de
inmunosupresión se logró aumentar la
supervivencia del injerto. Para lograr
la independencia de la insulina en la
diabetes tipo 1, se requieren, aproxi-
madamente, 11.000 islotes por kg de
peso del receptor. Esto quiere decir que
los pacientes necesitan recibir dos tras-
plantes de dos órganos diferentes, para
lograr esta meta.

En el grupo de Edmonton, el 80%
de los que logran independizarse de
la insulina continúa en esa condición
al cabo del primer año[4-6].

Esta técnica todavía está cataloga-
da por la Food and Drug Administra-
tion (FDA) como terapia experimental
para el tratamiento de la diabetes tipo
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1 y se encuentra reservada para los
centros que la están desarrollando para
quienes sufren de hipoglucemia, labi-
lidad de la glucemia o progresión rápi-
da de las complicaciones de la diabetes.
Sin embargo, para este grupo de pa-
cientes esta técnica representa la única
alternativa para poder mejorar su cali-
dad de vida y evitar las complicacio-
nes de su enfermedad[7, 8].

Cada paso en el aislamiento de los
islotes es crítico y es de vital impor-
tancia cuidar cada uno de ellos. No
obstante, en el que hay mayor contro-
versia es en la purificación de los islo-
tes después de haberse disociado el
páncreas con la colagenasa. En el
mundo entero hay varios grupos tra-
bajando en diferentes tipos de purifi-
cación. Uno de los más usados es el
sistema de aféresis COBE 2991, que
utiliza gradientes de Ficoll continuo[1];
otros grupos usan gradientes de Ficoll
continuo en forma manual[10]. El gru-
po de Yale University (Paolo Salvala-
ggio, David Rothstein, et al.) utiliza
otra técnica con filtros de naylon, pues
argumentan que el Ficoll es tóxico
para los islotes. En Holanda, un gru-
po utiliza óxido ferroso al perfundir la
solución de preservación en la aorta,
para que permanezca unido a los
sinusoides de los islotes; en el momen-
to de la purificación, se utiliza un imán
para separar los islotes por la carga
magnética del hierro que hay en
ellos[17].

En los últimos reportes de los gran-
des grupos que trabajan en la investiga-
ción clínica en humanos, se presentan
resultados desalentadores, que mues-
tran que la mayor parte de los pacien-
tes tratados con trasplante de islotes
requieren nuevamente del uso de in-
sulina después del tercer año del tras-
plante[19-21].

Diabetes en perros y gatos

Los perros y los gatos, como ma-
míferos que son, también sufren dia-
betes mellitus tipos 1 y 2, con la misma
fisiopatología que en los humanos.

La diabetes tipo 1 es causada por
la destrucción progresiva de los islo-
tes de Langerhans por una causa
inmunológica comprobable o no. La
diabetes tipo 2 se caracteriza por re-
sistencia periférica de la insulina, dis-
minución en su secreción y aumento
de la glucemia plasmática. En estas
dos especies, gatos y perros, se desco-
nocen su incidencia anual o prevalen-
cia exacta, debido a la vasta población
y la baja cobertura médico-veterinaria;
sólo se cuenta con la estadística
extrapolada de la epidemiología hu-
mana.

Debido a esto, es difícil encontrar
individuos con diabetes tipo 1 en la
especie canina para poder evaluar el
impacto metabólico en ellos. Para si-
mular el estado de falla de las células
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beta y estudiar su impacto metabólico
en los perros, se extrae quirúrgicamen-
te el páncreas o se usa un fármaco lla-
mado estreptozotocin, en dosis única
de 200 mg/kg por vía intraperitoneal,
que destruye los islotes de Langerhans
y convierte al sujeto en diabético tipo
1. Algunos autores consideran que este
segundo sistema de simulación es me-
jor, ya que permite que el perro conti-
núe con el funcionamiento fisiológico
de su páncreas exocrino, sin alterar la
absorción de nutrientes[9, 14].

Materiales y métodos

Rescate del páncreas

Los 5 perros que hicieron parte de
la fase inicial del estudio fueron do-
nados por la perrera municipal, según
el acuerdo que existe con la Facultad
de Medicina, en el cual los perros que
van a sacrificarse son donados para
cirugía experimental. Se aplicó el prin-
cipio de las tres erres de Russell y
Burch: reduction, reducción del núme-
ro de animales en el experimento al
mínimo necesario; refinament, refina-
miento de las técnicas empleadas; y
replacement, remplazo, si es posible,
del modelo animal por otro no vivo.
Además, se siguieron las indicaciones
de las guías para el uso y cuidado de
animales en investigación del United
Status Department of Agriculture
(USDA) y del National Institute of
Health (NIH)[22-24].

Los perros fueron llevados uno
cada semana al laboratorio de cirugía
experimental. Allí recibieron aneste-
sia con pentotal sódico por vía
intravenosa y se sometieron a lapa-
rotomía por línea media y pancrea-
tectomía total con preservación del
conducto pancreático. Previamente a
su extracción, el órgano se perfundió
por la aorta abdominal con solución
HTK-Custodiol® a 4ºC, donada por el
laboratorio Amarey-Novamedical[12-
16]. Después de la cirugía, cada animal
se sacrificó mediante infusión de una
sobredosis de pentotal intravenoso.

Técnica quirúrgica

• Posición en decúbito supino y
miembros inmovilizados

• Sedación y anestesia según el pro-
tocolo

• Vena periférica canalizada con so-
lución salina normal

• Laparotomía mediana supraumbi-
lical e infraumbilical con extensio-
nes laterales y puntos de fijación
con seda

• Evisceración

• Identificación de la aorta y reparo
con doble seda 2-0

• Identificación de la arteria mesen-
térica inferior, reparo con seda 2-0

• Identificación de la vena cava, re-
paro con seda 2-0
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• Esplenectomía, ligadura de vasos
cortos y arteria esplénica distal al
páncreas con seda 2-0

• Identificación y reparo de vasos
renales bilaterales, identificación de
la arteria gástrica izquierda y repa-
ro con seda 2-0

• Identificación y reparo de la arte-
ria hepática

• Reparo con hiladillo del píloro y el
duodeno a la altura de la finaliza-
ción del tejido pancreático

• Colocación de cánula en la aorta y
fijación con sonda de nélaton; pre-
viamente se purga la línea con
HTK-Custodiol®, a 4ºC.

• Colocación de cánula en la vena
cava y tubo de tórax pediátrico, li-
gadura de vasos y aorta proximal

• Formación de neumotórax, perfu-
sión de la aorta distal

• Colocación de hielo molido en la
cavidad peritoneal

• Corte a nivel del píloro y del duo-
deno

• Disección y corte con tijera de
Mayo del páncreas con duodeno,
apertura antimesentérica en la mesa
e identificación del conducto pan-
creático, colocación de yelco y fi-
jación de éste con seda 3-0. A
continuación se introduce el
páncreas en tres bolsas estériles con
líquido de perfusión

Aislamiento de los islotes

El páncreas se llevó al Instituto de
Genética, donde se canalizó el con-
ducto pancreático, se le infundió co-
lagenasa (Sigma tipo V)® por el
conducto pancreático para digerir el
componente exocrino y dejar el endo-
crino sin alteraciones y, mediante di-
sociación mecánica, se separaron
estos componentes[13].

Purificación de los islotes

Técnica de filtros de naylon. Se di-
vidió el tejido pancreático en tubos con
50 ml de preparación cruda; ésta se
hizo pasar por un colador de células
de naylon de 100 µm. El colador se
lavó con 50 ml de HBSS, se puso boca
abajo y, posteriormente, se lavó con
30 ml de HBSS, para luego recibir los
islotes en una caja de Petri[9].

Estudio de los islotes

Una vez obtenidos los islotes, se
valoró la cantidad de islotes que se
obtuvieron y el grado de pureza con
ditizone (difenil-tiocarbazono). El
reactivo colorea los islotes de Langer-
hans de un color rojo característico;
de esa manera, se pueden calcular la
pureza y la cantidad de los islotes que
se recuperaron. Se contaron los islo-
tes que tuvieran 150 µm de diáme-
tro[5].
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Resultados

Nuestro objetivo fue estandarizar la
técnica quirúrgica y la técnica de ex-
tracción de islotes. La extracción del
órgano se realizó en las salas de ciru-
gía experimental y el proceso de
“colagenización”, en los laboratorios
del Instituto de Genética Humana.
Todo el proceso se hizo de acuerdo
con el protocolo, inscrito ante la
Vicerrectoría Académica de la
Pontificia Universidad Javeriana: http:/
/portal2.javeriana.edu.co/psp/eppro/
O F I / P S F T _ E P / c / U J _ L O C A
LIZACION_SIU.UJG_PAGELET_PROP
2.GBL?Page=UJG_PROY_AWD_PR
OYP&Action=U&PROJECT_ID=000263
&PROPOSAL_ID=00000250&Action=U.
Además, contamos con el concurso
del área de patología, donde se
estandarizó la técnica para las
coloraciones celulares (nuevas en el
departamento) necesarias para poder
contabilizar y observar las células.

Se llevaron a cabo cinco prácticas
en perros y se logró optimizar el res-
cate para poder utilizar sólo 400 ml
en el órgano y 100 ml en la bolsa de
transporte de la solución de HTK-
Custodiol®.

En la cirugía de banco (Instituto de
Genética Humana) se retiró el tejido
conectivo que permanecía adherido al
órgano retirando y el bazo, y se canali-
zó la papila con un yelco número 16 ó
18, el cual se fijó con un punto de seda.

Se descartó un perro que falleció
antes del procedimiento debido a com-
plicaciones relacionadas con la anes-
tesia.

Posteriormente, se pesó el órgano
y se administraron 2 mg de enzima por
cada gramo de páncreas. Se suspen-
dió la enzima en 200 ml de solución
de Hank y se procedió a distender la
glándula con la solución. Se inyectó

Tabla 1
Resultados

No. Peso del animal Peso del Resultados
(kg) páncreas (g)

1 10 65 Identificado un conducto malo

2 13 74 Dos conductos, buena celularidad, 1.500
conglomerados

3 11 63 Canalización de la papila, buena
celularidad,

18. 500 células vivas

4 14 67 Vía biliar, un conducto, mala celularidad

5 10 73 Canalización de la papila, escasa
celularidad
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Figura 1. Estandarización de la técnica quirúrgica. a) Laparotomía y disección de grandes
vasos. b) Sala de cirugía experimental, técnica de asepsia y antisepsia. c) Identificación y
canalización de grandes vasos. d) Canalización del conducto pancreático. e) Perfusión del
órgano con HTK-Custodiol®. f) Participación interdisciplinaria. g) Almacenamiento del
órgano en bolsas estériles para ser transportado al Instituto de Genética Humana.
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Figura 2. a) Colagenasa. b) y c) Infusión de la colagenasa en el conducto pancreático. d) y e)
Digestión a 37ºC. f) Órgano digerido. g) Alícuotas de tejido digerido. h) Filtración del tejido
con los filtros de naylon.
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retrógradamente con una jeringa por
el conducto pancreático, para que la
colagenasa/liberasa digiriera el tejido
exocrino, dejando libre el tejido en-
docrino.

Se introdujo, luego, la glándula en
un baño de María para mantener cons-
tante la temperatura a 37ºC, pues la
enzima sólo se activa a esta tempera-
tura.

Se hizo la purificación con el mé-
todo de los coladores de células de
naylon, con poros de 100 µm, de
acuerdo con lo propuesto en nuestro
protocolo.

Resultados adicionales

Se logró estandarizar la técnica
quirúrgica, identificar las variantes
anatómicas del páncreas en el perro
identificado como un páncreas
divisum, con dos conductos pancreá-
ticos mayores que desembocaban la

mayoría de las veces a un conducto
principal, y estandarizar la técnica de
laboratorio hasta la “colagenización”
del páncreas, la cual es prometedora
en cuanto a la disminución realmente
notable de los costos de la purifica-
ción de las células así como el apa-
rente beneficio en cuanto a su función.

Los resultados son desalentadores
en cuanto a la posibilidad de conse-
guir concentraciones adecuadas de
células, lo cual podría estar relaciona-
do con el tipo de filtro utilizado o con
el tejido pancreático del perro per se
(Tabla 1). Sin embargo, se pudo reali-
zar una adecuada extracción del
páncreas con viabilidad celular.

Conclusiones

Este experimento inicial de estan-
darización de la técnica de extracción
de islotes pancreáticos en perros, per-
mitió la creación de un protocolo de
investigación desde la idea primaria

Figura 3 a y b. Filtros de naylon.
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hasta su formalización ante un comité
de investigación. El acercamiento a la
investigación en modelos animales y
a los estándares mundiales relaciona-
dos con esta área, permitió una sana
discusión académica sobre la utilidad
de este tipo de experimentos en la for-
mación global del residente de cirugía.

La pancreatectomía del perro con
fines de donación y su posterior sacri-
ficio, no estaban claramente identifi-
cados en la literatura médica, lo que
permitirá en el futuro agilizar el proce-
so en cuanto a la técnica quirúrgica en
esta materia. El trabajo en conjunto con
el Instituto de Genética, permitió un
adecuado ensamble multidisciplinario
que aportó día a día ideas innovadoras
y soluciones claras a cada uno de los

problemas presentados durante el pro-
ceso de la investigación.

La estandarización del procedi-
miento de laboratorio en la extracción
de los islotes, así como el proceso de
medición de su calidad por parte de la
unidad de patología, permitieron un
enriquecimiento mutuo en cuanto la
utilización de nuevas técnicas de co-
loración, como la ditizona, y la visua-
lización de nuevas coloraciones que
evaluaban la morfología y la función
de las células.

Durante la revisión de la literatura
y la consulta con expertos de otros
centros con más experiencia, se logró
determinar que una de las razones para
el fracaso con la purificación con este

Figura 4. tinciones especiales: a) vision directa, b) Autofluorescencia por NADPH (Status
Metabolico). c)Verde (viabilidad), Propidium Iodide – d) Rojo Oscuro (necrosis) y e) Ditizona.
Diacetato de fluoresceína.



466

Bernal J., Martínez F., Henao F., Pulido H., Mejía G., Benavides C., Echeverri G. J., Uribe A. M., Dañobeitia S., Uso de filtros...

método es que la citoarquitectura de
los islotes de Langerhans de los ma-
míferos superiores, como el del perro
y el humano, se encuentran en con-
glomerados que, al ser pasados por el
colador, no se pueden separar del res-
to de las células.

Es por esta razón que podríamos
sugerir descartar el uso viable para
purificación de los islotes de Langer-
hans de los coladores de 100 µm que,
aunque sugerían una aproximación
nueva con disminución radical en los
costos del procesamiento del páncreas
y daños deletéreos del Ficoll sobre las
células, se encontró que no es efecti-
vo al ponerse en práctica.
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