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RESUMEN

La diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad del tipo autoinmune, cuyo blanco son
las células B pancreaticas. Actualmente la administracion de insulina constituye el
Unico tratamiento aceptado. El transplante de células madre (CM) ha sido postulado
como una posible alternativa para regenerar el pancreas de pacientes diabéticos. En
el presente trabajo evaluamos la hipétesis de que la movilizacion de células madre
hematopoyéticas (CMH), inducida por AMD3100, G-CSF, y/o la combinacion de
ambos favorece la regeneracion pancreética en un modelo de dafio inducido por
estreptozotocina (STZ). Ratones C57BL/6 fueron inyectados con STZ (175 mg/kg) o
vehiculo y una vez establecida la diabetes se los dividié en 4 grupos: 1) Diabéticos
(STZ2); 2) Diabéticos tratados con una dosis diaria de 250 pg/kg de G-CSF durante
5 dias; 3) Diabéticos tratados con una dosis de 5 mg/kg de AMD3100; 4) Diabéticos
tratados con G-CSF + AMD3100. Diariamente se evaluo6 glicemia en ayuno, insulina
y al final del protocolo se extrajo el pancreas de los animales de cada grupo
experimental para andlisis histoldégico e inmunohistoquimico. La movilizacion de
CMH, inducida por G-CSF y/o AMD3100, no mejoré la hiperglicemia ni los bajos
niveles de insulina observados en los animales diabéticos. El tratamiento con STZ
indujo una significativa reduccién en el namero y tamafio de los islotes de
Langerhans (IL), comparados con ratones sanos. Los ratones diabéticos tratados
con G-CSF y/o AMD3100 presentaron IL con caracteristicas similares en tamafio y
celularidad endocrina total, a los ratones sanos. En todos los grupos experimentales
se observé una disminucion significativa en el numero de células beta de los IL.
Estos resultados indican que la movilizacion de CMH induce un efecto protector o
regenerativo de los IL en ratones con diabetes inducida por STZ. Sin embargo este

efecto no mejora la regeneracion de células beta en estos animales.
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1. INTRODUCCION

La diabetes constituye un grupo de enfermedades metabdlicas que tienen en
comun la hiperglicemia y que ocurre como consecuencia de un déficit en la
secrecion de insulina, un defecto en su actividad metabodlica o ambos (A.D.A, 2012).
Existen dos tipos principales de diabetes: la tipo 1 (anteriormente denominada
insulinodependiente o diabetes juvenil), la cual resulta de una destruccion de las
células B del pancreas, producto de una enfermedad autoinmune (A.D.A, 2012).
Este tipo de diabetes corresponde al 5-10 % del total de diabéticos en el mundo. La
tipo 2 (previamente definida como no insulinodependiente) que afecta entre un 90 y
95% del total de los diabéticos en el mundo. Este tipo de diabetes abarca pacientes
con resistencia a la insulina y frecuentemente algin grado de deficiencia en la
produccion de ésta (A.D.A, 2012).

Experimentalmente, el modelo de diabetes animal mas ampliamente utilizado
es la induccién quimica con estreptozotocina (STZ). Este modelo fue reportado por

Rakieten y colaboradores en 1963, y constituye la manera
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experimental mas rapida y econdmica para inducir diabetes.

La STZ, es un derivado nitroso unido al carbono 2 de una
hexosa (Lenzen, 2008), (Figura 1). Originalmente se obtuvo

de Streptomyces achromogenes (Herr y col., 1960). El H
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mecanismo de acciébn de la STZ, para la induccion de

diabetes, esta basado en que este compuesto se incorpora
Figura 1. Estructura

guimica de la molécula
glucosa GLUT2 (Schnedl y col., 1994; Elsner y col., 2000) y de STZ. Extraido de
sigma-aldrich product
No. S0130

a las células B pancreaticas a través del transportador de

posteriormente transfiere grupos metilo a nivel de las
purinas, lo cual resulta en dafio del ADN (Bennett y Pegg.,
1981), con la consecuente muerte de células B y deficiencia en la produccion de
insulina (Lenzen, 2008). Basandose en que tanto la diabetes tipo 1 como la inducida
por STZ resulta de un dafio pancreatico de las células B, numerosos investigadores
han planteado la posibilidad de regenerar este 6rgano mediante el uso de células
madre (CM).



Las CM se definen funcionalmente como células con capacidad de
proliferacion ilimitada, auto renovacion y de diferenciacion hacia todos los tipos
celulares del organismo (Weissman, 2000; Weissman y col., 2001; Verfaillie y col.,
2002). Las CM han sido clasificadas segun su origen como: 1) CM Embrionarias
(CME), las cuales derivan de la masa celular interna del blastocisto en mamiferos y
son pluripotentes, es decir, tienen capacidad de autorenovacion, proliferacion
ilimitada y pueden diferenciarse a todos los tipos celulares provenientes de las tres
capas embrionarias. Sin embargo no son capaces de generar un organismo
completo. 2) CM adultas, se hallan en diversos tejidos del organismo de mamiferos
adultos y son multipotentes, es decir, generan multiples tipos celulares y tienen
menor capacidad de auto renovacion (Verfaillie y col., 2002; Lanzay col., 2006).

Un tipo de CM adultas son las CM hematopoyéticas (CMH), las cuales dan
origen a todas las células sanguineas mediante el proceso de hematopoyesis, que
ocurre en la médula 6sea (MO) del humano adulto (Abbas y col., 2002). Estas son
las CM mas estudiadas y de las cuales se cuenta con un gran conocimiento de su
biologia y funcionalidad. Till y Mc Culloch fueron los primeros en reportar en 1961, la
presencia de CMH como una poblacion clonogénica de médula 6sea que generd
colonias mieloeritroides en el bazo de animales letalmente irradiados (Till y
McCulloch., 1961).

En el humano adulto y bajo condiciones normales, la mayoria de las CMH
residen en la MO (Abbas y col., 2002), y solo alrededor de 0,01% se encuentran
circulantes, (Palis, 2008); sin embargo, bajo ciertas condiciones patolégicas o por
efecto de ciertas citoquinas (G-CSF, GM-CSF) (Lavazais y col., 2007), estas células
pueden migrar del nicho hematopoyético hacia el torrente sanguineo. Es bien
conocido que la administracion del factor estimulante de colonias granulociticas
(G-CSF, por sus siglas en inglés) en humanos induce la movilizacion de CMH hacia
la circulacion de donde pueden ser colectadas para ser usadas como trasplante
autélogo de médula ésea (Abkowitz y col., 2003). Asi mismo, esta citoquina, induce
la movilizacion de neutrofilos, eosinofilos, basoéfilos, monocitos y células dendriticas.
El mecanismo mediante el cual el G-CSF induce la movilizacion de CMH y de

células sanguineas, es mediante la estimulacion en la proliferacion de neutrofilos.



Esto aumenta la liberacion de metaloproteasas que disminuyen la concentracion de
la quimiocina, factor derivado de células estromales (SDF-1, también conocido como
CXCL12) a nivel medular, lo cual disminuye el anclaje de las CMH al estroma, con lo

que se favorece la movilizacion de estas células al torrente sanguineo (Kaushanky,

2006). Recientemente, se ha reportado el | ., Catuls astiomal ?“ﬁ%
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Figura 2: Mecanismo de accion de
AMD3100 en la movilizacion de CPH y
CMH de la MO. Extraido de Alegre.,
2008.

guimiocina cual es
las células progenitoras hematopoyéticas
(CPH) en la médula ésea. El uso de este compuesto se ha planteado como terapia
Unica o en combinacién con G-CSF (Pusic y Di Persio, 2010) para inducir la

movilizacion de CMH.

A nivel pancreatico, se ha sugerido la presencia de células progenitoras
capaces de diferenciarse a diferentes tipos de células pancreéticas, en los ductos
del 6rgano adulto (Bonner y col., 2000; Bonner y Weir., 2005; Reichert y Rustgi.,
2011). Sin embargo, la existencia de estas células aun es controversial (Dor y col.,
2004).

transgénicos sometidos a pancreatectomias o ligamiento parcial de los ductos

Mediante técnicas de rastreo génico (lineage tracing), en ratones
pancreaticos, se ha demostrado la presencia de células positivas para marcadores
genéticos como Ng3, los cuales se pensaba solo estaban presentes en estadios
muy primitivos en el desarrollo del pancreas endocrino (Xiabo y col., 2008). Se ha
reportado que estas células, localizadas Unicamente a nivel de la region dafiada del
pancreas, tienen la capacidad de generar islotes funcionales in vitro (Xiabo y col.,
2008). Basado en estos resultados, los autores postularon la posibilidad de
desarrollar terapias alternativas que puedan estimular la proliferacion vy
diferenciacion de estos progenitores a nivel pancreatico en pacientes con deficiencia

de insulina.



2. ANTECEDENTES

2.1. Trasplantes de células derivadas de médula 6sea en diabetes

murida y humana

Un dogma tradicional en el campo de la biologia regenerativa era la
afirmacion de que las células madre estaban irreversiblemente comprometidas con
los o6rganos a los que danban origen. Sin embargo, esto se demostr6 no ser
totalmente cierto, ya que en modelos animales se evidencié que CMH podian
participar en procesos regenerativos en tejido nervioso (Eglitis y Mezey.,
1997;Mezey y col., 2000), musculo esquelético (Gussoni y col., 1999), higado
(Lagasse y col., 2000; Theise y col., 2000) y musculo cardiaco (Orlic y col., 2001).

En 1985 lkehara y colaboradores reportaron que el transplante alogénico de
MO en conjunto con terapia mielosupresiva previno el desarrollo de hiperglicemia en
ratones NOD, los cuales estan predispuestos genéticamente a desarrollar diabetes
tipo I. A pesar de que estudios posteriores confirmaron estos hallazgos (La Face y
Peck., 1989; Li y col., 1996), no es sino hasta el 2003, cuando gracias al avance en
las técnicas de obtencion y purificacion de células de la MO, se pudo trasplantar
CMH alogénicas a ratones NOD mielosuprimidos, lo cual resulté en el bloqueo de la
respuesta autoinmune durante seis meses (Beilhack y col., 2003). En el mismo
orden de ideas Kang y colaboradores (2005) evaluaron el efecto del trasplante de
CMH en ratones NOD, pero con la diferencia que lo hicieron no solo antes del inicio
de la enfermedad, sino también en etapas tempranas y tardias del desarrollo de la
diabetes. En el primer grupo (antes del inicio de la enfermedad) evaluaron varias
condiciones  mielosupresivas, como dosis de radiacion, anticuerpos
inmunosupresores y ambos. Seguidamente, les suministraron 3,0 x 10’ células
mononucleares de médula ésea (CMMO).De este grupo solo los ratones que fueron
irradiados y recibieron anticuerpos anti-CD3 lograron el 100% de prevencion de la
enfermedad durante el afio de estudio, a diferencia del control (solo
condicionamiento) y del resto de las condiciones evaluadas, donde todos los
animales desarrollaron la enfermedad. En los otros dos grupos usando de igual

forma el condicionamiento combinado, solo 1/45 ratones logré revertir la



hiperglicemia con el suministro de CMMO. También evaluaron el trasplante de MO
sin fraccionar y CMMO obtenidas de sangre periférica mediante movilizacion con G-
CSF, sin embargo, no hubo reversién de hiperglicemia en ningin caso. Con base en
esto, los autores concluyen que no hay una contribucion significativa de las CMH en

la reversion de la diabetes autoinmune una vez establecida.

Basados en los resultados anteriores, Voltarelli y colaboradores (2007)
llevaron a cabo un ensayo clinico en 15 pacientes (14-31 afios) con no méas de 6
semanas de haber sido diagnosticadas con DT1. Este protocolo clinico se basé en
el suministro de altas dosis de inmunosupresion (Ciclofosfamida 50 mg/kg/dia y
globulina antitimocitica de conejo 0,5 mg/kg/dia) durante los 5 dias previos al
transplante autélogo de 11 x 10° células CD34*/kg. Estas células fueron aisladas de
sangre periférica de los pacientes luego del tratamiento con G-CSF (10 ug/Kg/dia) y
Ciclofosfamida (2 g/m?).En el estudio se evalud los niveles diarios de glicemia,
péptido-C durante la prueba de tolerancia de alimentos mixtos, hemoglobina
glicosilatada (A;c) cada 3 meses y presencia de autoanticuerpos contra la
descarboxilasa de acido glutamico a diferentes momentos post-transplante. Los
autores de este trabajo reportaron que el 93% de los pacientes experimento
periodos de independencia de insulina exdégena de entre 7 y 36 meses con aumento
en los niveles de péptido-C, disminucién en los de hemoglobina A;c y de
autoanticuerpos contra la descarboxilasa de acido glutamico. Aunque los niveles de
este ultimo fueron bajos, no llegaron a ser cero, indicando que el régimen
inmunosupresivo no fue suficiente para eliminar la respuesta inmunitaria contra las
células B. Los autores atribuyen los resultados a tres causas posibles, regeneracion
de las células B a partir de otras preexistentes, neogénesis del pancreas a partir de
células madre pancreaticas o a partir de las CMH trasplantadas. Ademas, afirman
gue los resultados no pueden atribuirsele solo al régimen de inmunosupresion,
puesto que en estudios realizados por otros autores donde solo se suministro
inmunosupresores durante largo tiempo a pacientes con DT1 (12 meses), la
mejoria en las concentraciones de péptido C solo aumentan transitoriamente y
posteriormente decaen, a diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo,
donde el régimen de inmunosupresion se limitd a 5 dias previos al trasplante de
CMH vy la mejoria en las concentraciones de péptido C se mantuvieron hasta por 2
afios en algunos pacientes. Posteriormente Couri y colaboradores en 2009
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publicaron una ampliacion del estudio descrito anteriormente pero con mas
pacientes y mayor tiempo de seguimiento. Al igual que en el trabajo anterior, la
mayoria de los pacientes mostraron largos periodos de independencia de insulina y
diferencias significativas en la concentracion de péptido C antes y después del
trasplante. Sin embargo, los efectos secundarios producto del intenso régimen de

inmunosupresion estuvieron presentes en ambos estudios.

Experimentos realizados por Ezquer y colaboradores (2008) evaluaron si la
administracion de células madre mesenquimales (CMM) derivadas de MO podrian
contribuir a la restitucidén de la funcion endocrina del pancreas y la de los rifiones, en
ratones C57BL/6 machos inyectados con STZ (40 mg/kg durante 5 dias
consecutivos).La consideracion de estos animales como diabéticos fue que el nivel
de glucosa (sin estar en ayuno) fuera mayor o igual a 250 mg/dl durante 3 dias
seguidos. Las variables a evaluar fueron, glucosa sanguinea, prueba de tolerancia a
la glucosa, histologia de pancreas (tincion H/E e insulina/glucagén) y la funcion renal
mediante la presencia de glucosuria, y albuminuria. Veinticinco dias después de
haber recibido la primera dosis de STZ, se le inyecté 25 x 10° CMM/kg (aprox. 5 x
10° CMM/ratén) en la vena de la cola a cada ratén. Luego de una semana los
niveles de glicemia y glucosuria disminuyeron progresivamente hasta llegar a
niveles casi normales a un mes después de la inyeccién con CMM, a diferencia de
los controles donde el aumento de ambos fue progresivo. El analisis nefrologico
arrojo de igual forma resultados concordantes, donde la albuminuria se redujo solo
en los ratones tratados al igual que se conservo la estructura glomerular. En los no
tratados se observd lesiones caracteristicas de DT1 sin control glicémico, como
hialinosis glomerular y expansion mesangial. En cuanto al andlisis histologico e
inmunohistoquimico de los islotes pancreaticos, los ratones tratados presentaron
una estructura y organizacion de los tipos celulares que conforman el islotes muy
similar a los no diabéticos (mayor cantidad de células B que a), aunque mas
pequefios y en menor numero, a diferencia de los no tratados donde las estructura y
tamafio se observo totalmente alterada. A pesar de esto, las pruebas de tolerancia a
la glucosa no fueron significativamente distintas entre los tratados y los no tratados
con CMM. Los autores de este trabajo sugirieron que una segunda dosis de CMM
podria resultar en mejorias importantes en estos animales y que el mecanismo de

regeneracion pudiera estar relacionado con una diferenciacion de las CMM en



células productoras de insulina 0 que la presencia de éstas en el pancreas y rifion
(demostrada con marcaje) puede producir proliferacién/diferenciacion de

progenitores enddgenos.

De manera similar a lo descrito anteriormente, Rackham y colaboradores
(2011) administraron CMM derivadas de rifién (2,5 x 10° CMM /ratén) conjuntamente
con el trasplante de islotes singénicos a ratones C57BL/6 con diabetes inducida con
STZ (180 mg/kg). Estos reportaron que un 92% de los ratones que recibieron tanto
CMM como islotes revirtieron la hiperglicemia a niveles normales, comparado con
un 42% de los que solo recibieron islotes, durante los 30 dias de estudio. Estos
autores también reportaron que el contenido hormonal de los islotes no estaba
alterado y que la morfologia y vascularizacion en términos de la distribucion de las
células en los islotes era muy similar a ratones normales. Atribuyen este resultado a
la capacidad de las CMM de secretar factores que inducen angiogénesis y
promueven la migracion de células endoteliales hacia los islotes. Concluyen que la
administracion conjunta de CMM e islotes singénicos ofrece mejores resultados en
la reversion de la hiperglicemia que solo el transplante de islotes. Sin embargo, al
igual que lo reportado por Ezquer y colaboradores (2008) no hubo mejoria en la
respuesta a las pruebas de tolerancia de glucosa, indicando que la presencia de las
CMM ayuda en la reversiéon de hiperglicemia pero no a la capacidad de las células 3
de responder ante grandes cantidades de glucosa. Los autores reportan que la
administracion de CMM derivadas de rifidbn (sin trasplante de islotes) no fue

suficiente para revertir la hiperglicemia en su modelo.

2.2. Tipos celulares movilizados por G-CSF y AMD3100

Alun cuando las terapias basadas en el trasplante de CM parecen ser
prometedoras, todavia existen muchos problemas a superar para su aplicacion,
como el cultivo, aislamiento, expansion “ex vivo” entre otras. Una alternativa para el
uso de terapias basadas en CM, es estimular la movilizacion de CM
hematopoyéticas (CMH) desde la médula 6sea hacia el torrente sanguineo, con lo
cual se evitaria los problemas asociados a la toma de muestra mediante puncion

medular. Este enfoque se soporta en el hecho de que en clinica humana existe una



amplia experiencia en la movilizacion de CMH para trasplantes de MO mediante la

administracion de la citoquina G-CSF (Cashen y col., 2004).

Recientemente ha sido aprobado, por la agencia de drogas y alimentos (FDA,
por sus siglas en inglés) de Estados Unidos, el compuesto AMD3100 el cual induce
la movilizacion de CMH. Broxmeyer y colaboradores (2005), reportaron que el
AMD3100 por si solo 0 en combinacion con G-CSF tenia la capacidad de movilizar
CMH en humanos y raton. Estos estudios permitieron determinar, en la cepa de
ratobn C3H/HeJ, que el pico de méaxima movilizacién de CMH ocurria luego de una
hora, posterior a la inyeccion de AMD3100 por via subcutanea (5 mg/Kg). La
administracion de multiples dosis (5 mg/kg, tres dias consecutivos) de AMD3100 no
inducia diferencias significativas en la movilizacion de CMH con respecto a animales
que recibieron una o dos dosis del compuesto. Sin embargo, la administracion
conjunta de AMD3100 y G-CSF resulté en un efecto sinérgico en la movilizacién de
CMH. Pitchford y colaboradores (2009) siguiendo el mismo protocolo que
Broxmayer y colaboradores (2005), confirmaron la mayor efectividad del G-CSF
sobre el AMD3100 en cuanto a la capacidad de movilizacion de CMH, y que la
combinacion de ambos moviliza mayor cantidad que cada uno por separado.
Adicionalmente, estos autores demostraron que AMD3100 por si solo, moviliza
mayor cantidad de células progenitoras endoteliales (CPE), en comparacion con G-
CSF o con el tratamiento combinado de ambos agentes. Estos progenitores son de
gran importancia en medicina regenerativa por la capacidad de generar

angiogénesis.

2.3. Efectos de la movilizacion de CMH en el modelo experimental
de diabetes inducida por STZ.

Pocos son los estudios realizados para evaluar el efecto del trasplante o de
movilizacion de CMH sobre la diabetes inducida por STZ. Es de destacar el estudio
realizado por Lavazais y colaboradores (2007) en el cual evaluaron la posibilidad de
transdiferenciacion “in vivo” de células de médula dsea hacia células beta
productoras de insulina. En este estudio, los autores realizaron trasplante de células

de médula 6sea y la posterior movilizacion de CMH, mediante la administracion de



G-CSF, en ratones con diabetes inducida por STZ. Para esto usaron un sistema que
les permitia rastrear si las células de MO del donante se transdifenciaban una vez
implantadas en el receptor a células productoras de insulina. Los autores reportaron
gue en este modelo experimental no solo no hubo evidencias de transdiferenciacion,
sino que no hubo mejoria en los niveles de glicemia de estos animales. Por otro
lado, para el momento de la escritura de este trabajo de investigacion, no tenemos
conocimiento de ningun reporte en el que se haya evaluado el efecto de la
administracion de AMD3100 por si solo o en combinacion con G-CSF en un modelo

de diabetes inducida con STZ en raton.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar el posible efecto de la administracion de AMD3100 y/o G-CSF en

la regeneracion pancreatica de ratones con diabetes inducida con STZ.

3.2. Objetivos especificos

1. Estandarizar el modelo de diabetes inducida por STZ en ratones C57BL/6.

2. Optimizar un protocolo de movilizacion de CMH con G-CSF y AMD3100.

3. Monitorear el efecto de G-CSF y AMD3100 sobre los niveles de glicemia e
insulina en ratones C57BL/6 con diabetes inducida por STZ.

4. Evaluar a nivel histologico e histoquimico el tejido pancreético de cada grupo

de experimentacion.

4. HIPOTESIS

Si la movilizacibn de progenitores inducida por AMD3100, G-CSF o la
combinacién de ambos, favorece la regeneracién pancreatica en un modelo de dafio
inducido por STZ, entonces se deberia observar un restablecimiento de la estructura

y funcion de los IL luego de la administracion de los tratamientos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Grupo experimental

Para la realizacion de este trabajo se emplearon ratones de la cepa C57BL/6,
machos, de 8-12 semanas entre 23 y 25 g de peso corporal, provenientes del

bioterio central del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).

5.2. Induccidon de diabetes

A pesar de que el modelo de diabetes inducido por STZ es el méas utilizado
experimentalmente, tanto para estudiar algunos de los factores que intervienen en la
patologia de la diabetes como en sus complicaciones, la respuesta a este
compuesto en el modelo murido es muy variable debido a: 1) la cepa de ratén
escogida; 2) el género; 3) el empleo de dosis Unicas o multiples y 4) la preparacion
de la STZ (Deeds y col., 2011). Por ello se consideré que la dosis seleccionada para
evaluar el modelo de diabetes debia cumplir con los siguientes requerimientos: 1)
aumento de glicemia a las 48 o 72h de haber administrado el compuesto y que esta
se mantuviera en el tiempo; 2) permitir la supervivencia de los ratones por un
periodo entre una a dos semanas y 3) disminucion significativa del nimero y tamafio

de los islotes de Langerhans.

En el presente trabajo se indujo diabetes en ratones C57BL/6 mediante una
inyeccion intraperitoneal (i.p) de STZ (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Esta
fue preparada media hora antes de su uso, bajo condiciones de asepsia en buffer
citrato fresco 0,1 M y pH 4,5 (Rakieten y col., 1963). Las dosis probadas fueron 200,
120, 150 y 175 mg/kg. Finalmente se escogio la dosis de 175 mg/kg para los
protocolos experimentales. Los animales fueron considerados diabéticos cuando la
glicemia fue mayor o igual a 220 mg/dl con 6 horas de ayuno durante 48 h
consecutivas. Estos permanecieron en el bioterio del IVIC donde fueron dispuestos
en jaulas ad hoc, provistas de agua y alimento. Se permiti6 que los roedores

comieran y bebieran ad libitum, exceptuando el periodo de ayuno.
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5.3. Induccion de la movilizacion de CMH mediante el tratamiento
con G-CSF y AMD3100

Para estudiar el efecto de la movilizacion de CMH en ratones diabéticos, se
usaron tres metodologias distintas: Una dosis de 5 mg/kg de AMD3100 (Broxmeyer
y col., 2005; Yangguang y col., 2007) (Figura 3-C), una dosis diaria durante cinco
dias de 250 pg/kg de G-CSF (Lavasaiz y col., 2007) (Figura 3-D), y por ultimo la
combinacion de ambos protocolos; donde el AMD3100 se suministro junto con la
ultima dosis de G-CSF (Figura 3-E). Esto debido a que ha sido reportado que la
administracion conjunta de AMD3100 y G-CSF provoca una movilizacion de CMH
mucho mayor que los protocolos por separado (Broxmeyer y col., 2005). Las

inyecciones fueron subcutaneas usando como vehiculo solucién salina.

5.4. Determinacion de glicemia

Se evalué diariamente la glicemia en cada uno de los grupos experimentales
y control mediante el uso de un glucometro (Optium Xceed, USA). Para lo cual se
extrajo una gota de sangre mediante un pequefio corte en la cola de cada uno de
los ratones, los cuales se mantuvieron en ayuno por seis horas antes de la

realizacion de cada determinacion.
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Figura 3: Disefio experimental. Ratones C57BL/6 machos, inyectados con STZ i.p (dia 0)
y sometidos a distintos regimenes de inyeccion de movilizadores. A. Ratones control, sin
intervencion. B. Ratones STZ i.p. C. Inyeccién Unica de AMD3100 s.c dosis 5 mg/kg (dia 2).
D. Inyecciones diarias de G-CSF dosis 250 pg/kg (dias 2-6). E. Inyecciones diarias de G-
CSF s.c dosis 250 pg/kg (dia 2-6) en combinacion con una inyeccion de AMD3100 s.c
dosis 5 mg/kg (dia 6). +: Sacrificio en camara de CO, para extraccion de pancreas.

5.5. Determinacion de leucocitos en sangre periférica

Para determinar si se produjo movilizacion de progenitores hematopoyéticos,
se determind antes y después de la administracién de los agentes movilizadores la
cantidad de leucocitos/ul en cada raton. A todos los grupos se le determiné el
conteo de leucocitos al momento que fueron considerados diabéticos. En el grupo
de AMD3100 se extrajo sangre 2h después de inyectar el agente. Tanto en el grupo
que se le suministr6 G-CSF como en el de G-CSF+AMD3100 se les extrajo el dia 7
(24h después de la dltima inyeccion). Por ultimo al grupo de STZ se les inyecto el
vehiculo de los agentes (solucién salina) y se extrajo sangre segun los protocolos
anteriores. En cada caso se extrajeron 2 ul de sangre mediante un pequefio corte
en la cola y se agrego en solucion Turk para una dilucion final de 1/20. Se cont6 en
camara de Neubauer y se calculd6 con la siguiente formula:

Leucocitos/pl= Promedio*10*20
5.6. Deteccion de insulina

Con el fin de determinar la concentracién de insulina producida por cada
animal de experimentacion (como una medida indirecta del estado de las células )
se utilizé el ensayo de Elisa especifico para la deteccién de esta hormona en
modelos maridos (Millipore, Rat/Mouse Insulin ELISA kit-Billerica, Massachusetts).
Se les extrajo sangre de la cola los dias 0-2-6-11-14 mediante tubos de
microhematocrito heparinizados. Posteriormente se centrifugaron durante 6 minutos
para separar el plasma, el cual fue almacenado a -20 °C hasta que se recolectaron
todas las muestras de sangre de cada raton. El ensayo se llevé a cabo siguiendo las

indicaciones del fabricante:
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1. Se lavo 3 veces cada pocillo de la placa con 300 pl de tampdén de lavado

(dilucidn 1:10, Tris buffer, Tween 20 y agua desionizada)

2. Se agregaron 10 ul de Tampon de ensayo (0,05 M de buffer fosfo-salino, pH 7,4,
0,025 M EDTA, 0,08% de azida de sodio y 1% BSA) a los pocillos de los blancos y a

los de las muestras.

3. Se agregaron 10 pl de plasma de raton a los pocillos de los blancos, a los de la

curva de calibracion y a los de control de calidad.

4. Se agregaron 10 pul (en orden ascendente) de las concentraciones conocidas de
insulina de rata para realizar la curva de calibracion en los pocillos dispuesto para tal

fin.

5. Se agregaron 10 pl de solucion de control de calidad (insulina de rata en buffer de

control) a los 4 pocillos destinados para tal fin.

6. Se agregaron 10 ul de cada una de las muestras obtenidas de cada raton.

7. Se agregaron 80 pul del anticuerpo de deteccién a todos los pocillos.

8. Se incubd a temperatura ambiente durante dos horas en un agitador de placas
9. Se removieron las soluciones de todos los pocillos.

10. Se lavo 3 veces cada pocillo de la placa con 300 ul de tamp6n de lavado.

11. Se agregaron 100 pl de solucion enzimatica (estreptavidina-peroxidasa de
rabano en solucién buffer) a cada pocillo. Luego se incub6 a temperatura ambiente

en un agitador de placas durante 30 minutos.
12. Se removieron las soluciones de todos los pocillos.
13. Se lavo 6 veces cada pocillo de la placa con 300 ul de tamp6n de lavado.

14. Se agregaron 100 pl de solucion TMB a cada pocillo y se incubé a temperatura

ambiente durante 15 minutos en un agitador de placas

15. Se agregaron 100 pl de solucion de parada (0,3M de HCI) y se agit6é la placa

manualmente.
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16. En un lector de placas de ELISA se ley6 la absorbancia a 450 nm.

5.7. Histologia

Con el fin de poder comparar la organizacion, estructura y tamafio de los IL
del tejido pancreatico de cada animal de experimentacion y sus respectivos
controles, se tifieron los cortes del 6rgano de dos maneras: 1) con H/E, lo que
permitié una vision general del estado de los islotes, y 2) mediante técnicas de IH,
usando anticuerpos anti-insulina, lo que nos permitié conocer la proporcion del islote
que tiene células B. Para ambos procedimientos se extrajo el pancreas, se fijo en
formalina 10%, fue incluido en parafina y se procedid a realizar cortes de 4 um. A

continuacion se explica cada uno de estos pasos:
Extraccion del pancreas

Al final de cada experimento, se sacrificaron los animales en camara de CO,,
fueron introducidos en un vaso de precipitado con alcohol y bajo campana de flujo
laminar se extrajo la totalidad del pancreas, el cual se coloc6 durante unos minutos
en una placa con solucién salina isoténica (8,5 g/l NaCl), con el fin de retirar el

exceso de sangre y que ésta no interfiriera en la fijacion posterior.
Fijacion

Luego de que el exceso de sangre fue retirado, se introdujo el érgano en una

solucion de formalina tamponada al 10% hasta el momento de su procesamiento.
Deshidratacion |
Se utiliz6é etanol como agente deshidratante, siguiendo el protocolo:
Etanol al 50%: 1 cambio (15 minutos)
Etanol al 80%: 1 cambio (15 minutos)
Etanol al 95%: 1 cambio (15 minutos)
Etanol al 100%: 2 cambios (15 minutos/cambio)
Desalcolizacion |

Se utilizo xileno como agente desalcoholizante, siguiendo el protocolo:
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Xileno I: 1 cambio (15 minutos)
Xileno II: 1 cambio (20 minutos)
Inclusién

Antes de la inclusion, se efectuaron 3 cambios de la resina de 30 minutos
cada uno, a la temperatura de fusién de la misma (60°C) dentro de una estufa.
Transcurrido el tiempo se tomé el 6rgano con pinzas y se realizé el molde de

parafina.
Cortes

Los cortes gruesos de 4 um fueron obtenidos con un micrétomo y dispuestos
en portaobjetos.

Desparafinacion

Fueron introducidos en la estufa a 60°C durante 30 minutos para fusionar la
parafina y ésta pudiera ser posteriormente removida con xileno en dos cambios de

10 minutos cada uno.
Tincion Hematoxilina-Eosina
Rehidratacion
La rehidratacién ascendente se realizé siguiendo el procedimiento:
Etanol al 100%:1 cambio (2 minutos)
Etanol al 95%: 1 cambio (2 minutos)
Etanol al 80%: 1 cambio (2 minutos)
Etanol al 50%: 1 cambio (2 minutos)

Agua corriente: 1 cambio (2 minutos)
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Tincion Hematoxilina de Mayer-Eosina Y

Se introdujeron las laminas durante 10 minutos en la hematoxilina de Mayer,
luego se lavaron con agua corriente y se pasaron a la eosina Y al 1% durante 1

minuto.
Deshidratacion y Desalcolizacion |l

Una vez que se logré la intensidad deseada en ambos colorantes, se debio
proceder al montaje para lo cual fue necesario deshidratar y desalcoholizar de
nuevo las muestras. Siguiendo los protocolos descritos arriba, con la diferencia que

fueron cambios de 1 minuto cada uno.
Montaje

Se utilizd el medio de adhesion DPX en cubreobjetos, los cuales fueron

pegados sobre la muestra.

5.8. Inmunomarcaje de insulina

Para este marcaje se utilizé un estuche comercial marca Dako (Guinea pig
anti-Insulin), después de la desparafinacion (ver arriba) se siguié el siguiente

procedimiento:
1. Se lavaron los cortes 3 veces con agua destilada durante dos minutos por vez.

2. Se llevo hasta ebullicibn buffer citrato en un vaso de precipitados Yy se
introdujeron los portaobjetos durante 15 minutos. Luego se dejaron enfriar por el

mismo tiempo.
3. Se lavaron con PBS los portaobjetos.

4. Se introdujeron los portaobjetos en una solucion de H,O, para eliminar

peroxidasas endogenas y se lavaron con PBS.
5. Se afadi6 solucién blogueante con suero.

6. Se afiadio el anticuerpo primario, se incub6 60 minutos a temperatura ambiente y

se enjuago con PBS.

17



7. Se afadi6 el anticuerpo secundario, se incubdé 10 minutos a temperatura

ambiente y se enjuago con PBS.

8. Se afadio el conjugado enzimético, se incub6 10 minutos a temperatura

ambiente y se enjuag6 con PBS.

9. Se afiadio el cromdgeno, se incubdé 10 minutos a temperatura ambiente y se

enjuago con PBS.

10.  Se observaron los cortes mediante un microscopio optico.

5.9. Analisis morfométrico

Una vez obtenidos los inmunomarcajes de insulina se procedié a su registro
fotografico. En primer término se tomaron fotos a 40X que permitian una vista
integral del corte y luego a 400X a cada IL encontrado. Posteriormente usando el

programa de procesamiento de imagenes Image-Tool 2.0 se realizaron los analisis:

1. Numero de IL: Se contaron todos los IL detectados mediante marcaje de insulina

por individuo.

2. Porcentaje de area pancredtica ocupada por IL: La sumatoria del &rea total
correspondiente a los IL por individuo se dividio por el area total del corte y se

multiplicé por cien.

3. Porcentaje de células beta/lL: Se contaron todas las células beta y se dividio
entre el nimero total de células que conforman los IL por individuo y se multiplico

por cien.

4. Células endocrinas totales: Se contaron todas las células que conformaban los IL

por individuo.
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5.10. Andlisis de resultados

Los resultados obtenidos en los ensayos se expresaron como la promedio +
error estandar de la media. El analisis estadistico de los resultados se efectud
mediante el programa Sigma Plot (11.0), utilizando la prueba “t” de Student para
comparaciones entre 2 grupos de datos y el programa PAST (2.17) utilizando
ANOVA no paramétrico (Kruskal-Wallis) para comparaciones entre mas de dos
grupos de datos. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas

cuando p <0,050.
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6. RESULTADOS

6.1. Estandarizacion del modelo de dafio pancreéatico con STZ

Debido a la alta variabilidad reportada en la capacidad de induccion de
diabetes por parte de la STZ, en el presente trabajo se probaron diferentes dosis. La
administracion de 200 mg/kg (Lu y col., 1998) provoc6 un rapido aumento de la
glicemia (por encima de los 300 mg/dl). Este efecto se observé en un 90% de los
ratones a las 72h. Sin embargo, esta dosis indujo una elevada morbi-mortalidad
(menos del 50% de supervivencia a los 9 dias) (Figura 4-A). Por el contrario, la
administracion de una dosis de 120 mg/kg (Hayashi y col., 2006) resulté ser
subdiabetogénica, ya que, tan solo un 20% de los ratones registr6 periodos
variables de hiperglicemia, con inicio tardio (dia 10), y supervivencia del 100%
durante el periodo de estudio (Figura 4-B). Posteriormente se evalud la dosis de 150
mg/kg (Hayashi y col., 2006), la cual indujo diabetes en un 90% de los ratones, sin
embargo, la aparicion de la hiperglicemia no solo fue tardia (50% de los ratones en
seis dias) y variable, sino que ésta alternaba con periodos normologlicémicos. Asi
mismo, al igual que con la dosis de 120 mg/kg, la supervivencia fue del 100%
durante todo el periodo (Figura 4-C). Basandonos en estos resultados, se administro
una dosis de STZ de 175 mg/kg. Esta dosis no solo indujo una rapida hiperglicemia
(mas del 90% de los animales estuvieron hiperglicémicos a las 72 horas), sino que
ésta se mantuvo por encima de 300 mg/dl durante todo el periodo de evaluacién de
los animales. Adicionalmente, la supervivencia de los ratones fue mayor al 50% para
el dia 12 post-administracion de la STZ (Figura 4-D). Con base en estos resultados,
para los experimentos de induccion de diabetes experimental se seleccion¢ la dosis
de 175 mg/kg de STZ.
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Figura 4. Efecto de la inyeccion de diferentes dosis de STZ sobre los niveles de
glicemia y supervivencia de ratones C57BL/6. A. 200 mg/kg. B. 120 mg/kg. * = Niveles
de glicemia del dnico raton que presentd hiperglicemia. C. 150 mg/kg. D. 175 mg/kg. Los
datos de glicemia se muestran como media * error estandar. Cada grupo experimental esta
constituido por 4 a 5 animales.
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6.2. Efecto de la administracion de G-CSF y AMD3100 sobre la

movilizacion de leucocitos en ratones diabéticos por STZ

Se examin6 el efecto del G-CSF y AMD3100 sobre la movilizacion de
leucocitos en sangre periférica, en cada uno de los grupos experimentales. Es bien
conocido que la administracion de G-CSF y AMD3100 inducen leucocitosis con un
incremento en el nimero de CPH circulantes (Roberts y col., 1997; Rosenbeck y
col., 2010). Se evalu6 el numero de leucocitos antes y después de la administracion
de G-CSF y/o AMD3100. La administracion de STZ en ratones, para la induccion de
diabetes, no indujo cambios en el numero de leucocitos en sangre, comparado con
ratones normales (7000 + 2000 leucocitos/pl). De manera similar la administracion
de solucién salina (vehiculo) en este grupo no indujo cambios en el numero de
leucocitos. Tanto la administracion de G-CSF como de AMD3100 en ratones
diabéticos indujo un incremento significativo en el nimero de leucocitos comparado
con los valores observados antes de la administracion de estos movilizadores (p<
0,001 y p< 0,01, respectivamente) (Figura 5). La administracion conjunta de G-CSF
y AMD3100 indujo un mayor incremento de leucocitos en sangre, siendo éste unas
seis veces mayor al valor inicial (p< 0,001) (Figura 5). En conjunto estos resultados
muestran que tanto el G-CSF como el AMD3100 inducen la movilizacion de

leucocitos a sangre periférica en ratones diabéticos inducidos por STZ.
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Figura 5. Movilizacion de leucocitos en sangre periférica inducida por G-CSF y
AMD3100 en ratones diabéticos. DTS: Numero de leucocitos en ratones diabéticos (48
horas continuas de hiperglicemia después de la administracion de STZ). Numero de
leucocitos al finalizar el protocolo de administracion del vehiculo (solucién salina;
DTS+SOL.SAL) o de los movilizadores G-CSF y/o AMD3100 (DTS+MOV). El contaje
leucocitario se realizd 2 horas después de la administracién de AMD3100 (n=3) y 24 horas
después de finalizado la administracion de G-CSF o G-CSF+AMD3100 (n=3). Los
resultados se muestran como promedio * error estandar. * = Estadisticamente significativo
comparado con DTS (p< 0,05).

6.3. Efecto de los agentes movilizadores de CMH G-CSF y AMD3100

sobre la diabetes inducida en ratones por STZ

Ratones con diabetes inducida por STZ (175 mg/kg) fueron tratados con
AMD3100 y G-CSF, administrados por separado o en protocolo combinado (ver
materiales y métodos, Figura 3) para evaluar el posible efecto regenerativo de
pancreas mediante la movilizacion de CMH. Las variables evaluadas para
determinar si existia un posible efecto regenerativo fueron: 1) glicemia en ayuno; 2)
concentracion de insulina en sangre; 3) histologia del tejido pancreatico; 4)
deteccion de células beta pancreaticas mediante técnicas de inmunohistoquimica y

5) cuantificacion morfométrica de IL.

Animales sanos (control) mostraron valores de glicemia en ayuno de 137+15
mg/dl y de insulina de 196 + 24 pg/ml (Figura 6A, Control). Estudios histologicos de
pancreas de estos animales, mostraron la presencia de numerosos IL constituidos
por abundantes células endocrinas monomorficas, de nucleos redondeados y
separadas por una gran trama vascular (Figura 6B, Control). Por el contrario, los
ratones diabéticos tratados Unicamente con STZ mostraron un rapido y sostenido
aumento de glicemia (superior a los 300 mg/dl) asociado a una disminucion
significativa en la concentracion de insulina en plasma (tres veces menor al valor
inicial, en tan solo dos dias) (Figura 6A, STZ). Andlisis histologicos de pancreas de
este grupo de animales mostraron una gran disminucion no solo en el numero y
tamafio de los IL, sino también en el nimero de células endocrinas y poca
vasculatura asociada (Figura 6B, STZ). La administracion de G-CSF no indujo
cambios significativos en los niveles de glicemia en ratones diabéticos

(Figura 6A, G-CSF). En algunos casos se registraron periodos normoglicémicos o
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cercanos a la normalidad en al menos un individuo. No fue posible la extraccion de
sangre suficiente para determinar las concentraciones de insulina en este grupo
experimental. El analisis histologico de pancreas de este grupo se realizd en un solo
raton, evidenciandose la presencia de IL de tamafo variable, con abundantes
células endocrinas monomorficas, de nucleos redondeados y con mayor vasculatura

gue el grupo que solo recibieron STZ (Figura 6B, G-CSF).

AMD3100 no indujo cambios significativos en los niveles de glicemia e
insulina en ratones diabéticos (Figura 6A, AMD3100). Sin embargo, destaca en este
grupo experimental el importante aumento en la produccién de insulina registrado
entre los dias 6 y 7 (siendo este incluso mayor a la concentracion inicial), el cual
estuvo asociado a un descenso de la glicemia (Figura 6A, AMD3100). El analisis
histolégico de pancreas de este grupo mostro la presencia de IL de tamafio variable,
constituidos (a diferencia del grupo de STZ) por abundantes células endocrinas

monomorficas con mayor vasculatura asociada (Figura 6B, AMD3100).

Al igual que en los grupos de G-CSF y AMD3100, la administracion de los
dos movilizadores (G-CSF+AMD3100) no indujo cambios significativos en los
niveles de glicemia e insulina en ratones diabéticos (Figura 6A, G-CSF+AMD3100).
Sin embargo, estudios histologicos de este grupo mostraron la presencia de IL de
caracteristicas morfologicas similares a los ratones sanos, con abundantes células
endocrinas monomorficas con importante cantidad de vasculatura asociada (Figura
6B, G-CSF+AMD3100).
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Figura 6. Efecto de AMD3100 y G-CSF sobre los niveles de glucosa, insulina e IL en
ratones tratados con STZ. (A) Se evaluaron los niveles de glucosa (—e—) e insulina (—a—)
y (B) caracteristicas histologicas del pancreas (tincion H/E), en ratones diabéticos (inducidos
por STZ) tratados con solucion salina (control, n=4) o G-CSF (n=4) o AMD3100 (n=4) o G-
CSF+AMD3100 (n=4). Un grupo de ratones diabéticos se mantuvo sin tratamiento (STZ)
(n=4). Al grupo al cual se le administr6 G-CSF no se logré obtener suficiente cantidad de
muestras de sangre para la determinacibn de insulina. Se muestra una histologia
representativa de pancreas de cada grupo. Los resultados se muestran como promedio +
error estandar.

6.4. Estudios inmunohistoquimico para la deteccion de células beta

en pancreas de ratones diabéticos tratados con G-CSF y AMD3100

Basado en que los estudios histologicos de ratones diabéticos tratados con
G-CSF y AMD3100 mostraron diferencias importantes en cuanto al nimero, tamafio
y celularidad de los IL (comparados con los ratones diabéticos no tratados), por lo
gue se investigd mediante técnicas de inmunohistoquimica la presencia de las
células productoras de insulina (células beta) en los pancreas de cada grupo
experimental. Tal y como ha sido reportado, la mayor parte de las células que
conforman los IL de animales sanos son del tipo beta (Welsch, 2008) (Figura 7A).
En contraste, el tratamiento con STZ indujo no solo una reduccion importante en el
numero de células beta, sino también en el tamafio y la celularidad total de los IL,
con respecto a los ratones sanos (Figura 7B). Resultados similares, en cuanto a la

disminucién de células beta, se observaron en los grupos tratados con AMD3100 o
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G-CSF+AMD3100. Sin embargo, los pancreas de estos grupos experimentales
mostraron la presencia de IL con caracteristicas morfologicas similares a los ratones

sanos, y con un gran contenido celular (Figura 7C-D).
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Figura 7. Deteccion de células beta en pancreas de raton. Pancreas de ratones
diabéticos (inducidos por STZ) fueron evaluados mediante inmunohistoquimica para la
deteccién de células beta. Se muestra un estudio inmunohistoquimico representativo de
grupo control (A, tratado con solucién salina); grupo sin tratamiento (B, STZ); grupo tratado
con AMD3100 (C); grupo tratado con G-CSF + AMD 3100 (D). No se pudo realizar esta
técnica en el grupo tratado con G-CSF

Con el fin de cuantificar las observaciones descritas anteriormente, se realizé
el andlisis morfométrico de cada uno de los pancreas mediante el programa Image
Tool. El andlisis morfométrico mostré una disminucién significativa en el nimero de
IL en el grupo de animales diabéticos (tratados con STZ), comparados con el control
(ratones sanos) (Figura 8A). Una disminucion menor en el namero de IL fue
observada en el grupo de ratones diabéticos tratado con AMD3100 y G-
CSF+AMD3100 (estadisticamente significativo comparado con el grupo diabético no
tratado, p< 0,05). En el caso del grupo G-CSF+AMD3100, a pesar de la disminucién
en el niamero de IL, esta no fue significativa comparado con el control (ratones
sanos) (Figura 8A). EI mismo comportamiento fue observado al comparar el
porcentaje de area pancreatica total ocupada por los IL (Figura 8B). Por otro lado,
no se encontraron diferencias estadisticas entre la proporcion de células beta en los
IL de ratones diabéticos (tratados con STZ) y los que fueron tratados con AMD3100
y G-CSF+AMD3100 (Figura 8C). La celularidad endocrina total en los animales

diabéticos (tratados con STZ), se redujo significativamente comparada con el
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control (ratones sanos) (Figura 8D). Una disminucion mucho menor fue observada
en los animales tratados con agentes movilizadores (estadisticamente significativo
comparado con el grupo diabético no tratado, p< 0,05). En el caso de AMD3100,
esta disminucion de celularidad no fue significativa comparada con el control
(ratones sanos).
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Figura 8. Analisis morfométrico de islotes de Langerhans y del contenido de células
beta en pancreas de ratones diabéticos por STZ. Pancreas de ratones diabéticos fueron
procesados mediante técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de células beta.
Mediante analisis morfométricos se determin6é el numero de IL totales en cada grupo
experimental (A); el porcentaje de area ocupado por los IL con respecto al area total del
pancreas (B); el porcentaje de células beta en los IL. (C) y el nimero de células endocrinas
totales en los IL (D). Los resultados se muestran como promedio * error estandar en cada
grupo (n=4). * = Estadisticamente significativo comparado con grupo control (p< 0,05).
**Estadisticamente significativo comparado con grupo STZ (p< 0,05).
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7. DISCUSION

A pesar de los grandes avances cientificos en el campo de la DT1,
actualmente la administracion de insulina es el Unico tratamiento aceptado. Basado
en el hecho de que al momento del diagndstico de la DT1, méas del 70% de células 3
han sido dafladas (Notkins y Lernmar., 2001), se ha planteado la posibilidad de la
regeneracion del pancreas mediante el uso de terapias celulares (Couri y col.,
2012). En este sentido el trasplante de células B derivadas a partir de CM, ha sido
postulado como una de las alternativas de mayor potencial para el tratamiento de la
DT1. Sin embargo, aun existen limitaciones para la aplicacion de estas tecnologias
(Wagner y col, 2010). En el presente trabajo se plante6 la hipétesis de que la
movilizacion de CMH hacia la circulacion sanguinea podria favorecer la

regeneracion pancreatica en un modelo de diabetes experimental inducida por STZ.

Debido a que tanto la DT1 humana como la inducida con STZ en ratones
resultan en un dano a las células 3, este modelo ha sido usado para evaluar
posibles terapias regenerativas con CM (Ezquer y col., 2008; Rackham y col., 2011).
Dada la alta variabilidad en la induccién de diabetes reportada para este compuesto
(Deeds y col., 2011), en el presente estudio evaluamos la dosis adecuada de STZ
para inducir diabetes en ratones. Para esto evaluamos 4 diferentes dosis, las cuales
han sido reportadas previamente: 200, 175, 150 y 120 mg/kg (Lu y col., 1998;
Merino y col., 1997; Hayashi y col., 2006;). La administracion de 200 mg/kg estuvo
asociada con una alta morbilidad y mortalidad de los ratones C57BL/6, posiblemente
como consecuencia de un severo dafio pancreatico y/o hepatico causado por la alta
concentracion de STZ (Kume y col., 2004). Estos resultados contrastan con lo
reportado por Lu y colaboradores para esta dosis. De igual forma se descart6 la
utilizacion de 120 y 150 mg/kg debido a que resultaron subdiabetogénica y
diabetogénica tardia, respectivamente. Estos resultados contrastan con lo reportado
por Hayashi y colaboradores, quienes mostraron que estas dosis eran
diabetogénica o altamente diabetogénica. En nuestro estudio, la administracion de
175 mg/kg indujo hiperglicemia temprana, mantenida en el tiempo, disminucion en
los niveles de insulina y sobrevida de los animales deseada para el periodo de
evaluacion. En conjunto, estos resultados evidencian la altisima variabilidad en la

sensibilidad hacia el compuesto STZ, de la cepa de ratones C57BL/6. Debido a que
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en nuestro estudio se realizo un control estricto de variables como género, peso y
forma preparacion de la droga, es posible que la variabilidad observada esté
relacionada a pequefias variaciones genéticas de la cepa C57BL/6 entre los
distintos bioterios alrededor del mundo (Deeds y col., 2011).

La movilizacibn de CMH ha sido usada clinicamente para realizar trasplantes
autdlogos de MO y de esta manera reconstituir o regenerar este tejido después de
tratamientos de quimioterapia (Schmitz y col., 1996; Copeland y col., 2006). En la
actualidad, existen algunos compuestos que inducen la movilizacién de leucocitos y
CMH desde la MO hacia sangre periférica. Entre estos, en clinica humana han sido
usados ampliamente la citoquina G-CSF y el compuesto AMD3100 (Hendrix y col.,
2000; Rosenbeck y col.,, 2010). La administracion de estos agentes induce una
rapida leucocitosis asociada a un incremento en el niumero de CMH en sangre
(Roberts y col.,, 1997; Rosenbeck y col., 2010). Por esta razon, el conteo de
leucocitos es una medida indirecta y rapida para determinar si se indujo 0 no
movilizacion de CMH. En nuestro estudio la administracion de G-CSF y/o AMD3100
en ratones diabéticos indujo un incremento significativo del numero de leucocitos
comparado con los valores observados previo a la administracion de estos agentes.
Interesantemente, la administracion conjunta de G-CSF y AMD3100 indujo un efecto
sinérgico sobre el aumento de leucocitos en sangre, tal y como ha sido reportado
previamente (Broxmeyer y col., 2005). Nuestros resultados constituyen la primera
evidencia reportada de que AMD3100 solo o en combinacién con G-CSF inducen
leucocitosis en ratones diabéticos inducidos por STZ. Asi mismo, estos resultados
permiten evaluar el efecto de la movilizacibn de CMH sobre la regeneracion
pancreatica en ratones diabéticos, evaluada por cambios en los niveles de glicemia

e insulina.

Nuestros resultados indican que la administracion de G-CSF y/o AMD3100 no
indujo en ninguno de los grupos experimentales de ratones diabéticos una
disminucién de la glicemia, ni aumento en la produccion de insulina. Con relacién al
G-CSF, nuestros datos concuerdan con los reportados por Lavazais y colaboradores
en 2006, que en ratones diabéticos inducidos por dosis bajas de STZ (115 mg/kg)
encontraron que la administracion de esta citoquina no indujo cambios significativos
en los niveles de glicemia. A pesar de que no observamos cambios significativos en

los niveles de glicemia e insulina, posterior a la administracion de G-CSF y
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AMD3100, estudios histolégicos (H/E) de pancreas de estos animales mostraron
gue los IL de estos grupos tenian caracteristicas similares en tamafio, forma y
celularidad a los IL de animales sanos (no tratados con STZ). Asi mismo, tanto G-
CSF como AMD3100 redujeron significativamente el dafio de los IL inducido por
STZ. De acuerdo a nuestro conocimiento, es la primera vez que se reporta el efecto
protector o regenerativo (mantenimiento del tamafio de IL y celularidad endocrina)
de G-CSF y AMD3100 sobre los IL en ratones con diabetes inducida por STZ.

Una vez demostrado el posible efecto protector de G-CSF y/o AMD3100 de
los IL en ratones diabéticos inducidos por STZ, evaluamos el contenido de células
en los IL de cada uno de los grupos experimentales. Para esto, realizamos estudios
de deteccidn de células B a través de marcajes inmunohistoquimicos de la insulina.
Es bien conocido que los IL estan conformados por 5 tipos celulares y que las
células B constituyen entre 60-80% del total de las células de cada islote (Welsch,
2008). Lo anterior fue confirmado, en este estudio, en el grupo de ratones sanos,
cuyos IL estaban constituidos por una mayoria de células . En contraste, en todos
los grupos experimentales de ratones diabéticos se observd una drastica
disminucion del marcaje de insulina en los IL, lo cual es evidencia directa de una
significativa reduccion de las células B en el tejido pancreatico de estos animales.
Estos resultados explican la presencia del estado hiperglicémico y bajos niveles de
insulina detectados en todos los grupos experimentales. De igual forma, éstos
indican que el tratamiento con G-CSF y/o AMD3100 no protegi6 contra el dafio de
las células B ocasionado por la STZ. A pesar de que los IL de los animales tratados
con los movilizadores de CMH presentaban caracteristicas similares a los ratones
sanos, la alta celularidad observada en estos islotes puede estar relacionada con la
proliferacion de otros grupos celulares que constituyen los IL. Es posible que los IL
de los grupos experimentales estén constituidos en su mayoria por células alfa, tal y
como ha sido reportado luego del tratamiento con STZ (Li y col., 2000). Esta
posibilidad sera investigada proximamente mediante la deteccion de células alfa

mediante técnicas de inmunohistoquimica.

El posible efecto protector de G-CSF y/o AMD3100 de los IL en ratones
diabéticos inducidos por STZ podria ser atribuido al establecimiento de nichos
regenerativos por parte de los progenitores hematopoyéticos movilizados, los cuales
migraron hacia el pancreas como consecuencia del dafio tisular inducido por la STZ.
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Estos nichos de CMH posiblemente indujeron, por un efecto paracrino, la
proliferacion y diferenciacion de progenitores pancreaticos, localizados en los
ductos, a células endocrinas del pancreas no del tipo . Adicionalmente, es posible
gue nichos de CMH puedan promover la proliferacion de células alfa de los IL. Un
proceso similar ha sido descrito por Yannaki y colaboradores en 2005, luego de la
administracion de G-CSF en ratones con dafio hepatico agudo. En el caso de las
células B, es posible que la formacion de nichos regenerativos de CMH en el
pancreas de ratones diabéticos, no es suficiente para restablecer el estado
normoglicémico en estos animales debido a varias razones: 1) la alta dosis de STZ,
usada en nuestro modelo, combinado con la extremadamente baja tasa de
autoreplicacion de las células B (1/1400/dia) (Teta y col., 2005), haga irreversible la
recuperacion de esta poblacion celular, y 2) La tasa de recuperacion del numero de
células B no sea suficiente para restituir los valores normales de glicemia/insulina.
Experimentos futuros que permitan determinar la presencia de células alfa en los IL
y progenitoras hematopoyéticos (células c-kit") en el tejido pancreatico, proveeran
de mas informacion para conocer acerca de los posibles mecanismos involucrados
en estos procesos. Resultados preliminares de los estudios histoldgicos realizados
en este estudio sugieren la presencia de CMH (células con morfologia tipo linfoide)
en las cercanias de ductos e IL, lo cual soporta nuestra hipétesis de establecimiento
de nichos de CMH en el tejido pancreatico de ratones tratados con STZ. De
confirmarse lo anterior, este trabajo abre la posibilidad de la utilizacion de este
protocolo en situaciones clinicas como pancreatitis aguda, donde la inyeccién de
movilizadores podria ser un complemento al tratamiento tradicional que busque

evitar el dafio de los IL y el posterior desarrollo de DT1 en estos pacientes.
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8. CONCLUSIONES

1. La movilizacién de CMH, inducida por G-CSF y/o AMD3100, no mejoro la
hiperglicemia ni los bajos niveles de insulina observados en los animales

diabéticos.

2. La movilizacion de CMH, inducida por G-CSF y/o AMD3100, ejerci6 un efecto

protector y/o regenerativo de los IL de ratones con diabetes inducida por STZ

3. El efecto protector y/o regenerativo estuvo relacionado con las poblaciones

celulares endocrinas no beta

4. En todos los grupos experimentales se observé una disminucion significativa

en el nimero de células beta de los IL.

5. El efecto protector de G-CSF y/o AMD 3100 sobre los IL de ratones
diabéticos podria estar relacionado con el establecimiento de “nichos
regenerativos” por parte de los progenitores hematopoyéticos movilizados.
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