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INTRODUCCION

Fl pancreas exocrino es uno de los mo-
delos experimentales mas empleados en el
estudio de los mecanismos secretores. En
las dltimas dos décadas han tenido un gran
auge diversas técnicas in vitro para el sstu-
dio de este organc, lo que ha permitido
desentrafar importantes fendmenos intra-
celulares. Sin embargo, en el organismo las
células del pancreas se encuentran en con-
diciones muy distintas a las experimentales,
io que puede modificar su funcionalidad vy
cuestionar una parte de los resultados ob-
tenidos in vitro. En cuanto a los estudios in
vivo, adecuados para el estudio del control
neuroendacrino de este érgano, no permiten
la investigacion de numerosos aspectos de
la secrecion pancredtica, debido a imitacio-
nes técnicas y de disefio experimental ob-
vias.

Una aproximacion que intenta reunir las
ventajas de las técnicas «in vivo» e «in vitro»
es el método del pancreas aisladc y per-
fundido. Esta preparacién experimental res-
peta la estructura de! pancreas y 1o aisla de
factores externos, permitiendo la aplicacion
de tratamientos experimentiales tipicos de la
investigacion «in vitro»,

La mayoria de los estudics con pancreas
perfundido se ha desarrollado en la rata,
seguida de ofras especies como el perro,
gato, cerdo, conejo y cobaya. Aunque esia
técnica ha side descrita por varios autores
[ya en los afics 20 se realizd en el perro
—ver (1}—1}, nosotros comentaremos el mé-
todo gque goza en la actualidad de mayor
aceptacion y reconocimiento, desarrollada
inicialmente par Kanno (2) en larata. En este
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articulo describiremos detalladamente el
procedimiento experimental en esta espe-
cie, asi como las modificaciones especificas
con las que la hemos adaptado para el
cobaya, ademas de analizar sus posibilida-
des, desventajas y las principales aportacio-
nes a que ha dado lugar.

VENTAJAS E INCONVENIENTES
DEL PANCREAS PERFUNDIGO
Y AISLADO

Probablemente la mayor ventaja de esta
preparacion sea el que conserva la organi-
zacion funcional del pancreas como drgano
secretor, manteniendo la estructura polar de
su epitelio glandular y su lecho vascular {1).
Este método tiene sobre otras técnicas «in
vitro» la gran ventaja de permitir el estudio
de la secrecion fluida, abordable de otro
mado solamente in vivo {con sus grandes
limitaciones), indirectamente mediante
«patch-clamp» © por micropuncion, gque
aporta informacion precisa pero limitada (3).
Recientemente se ha puesto a punto un pro-
tocolo de estudic de segmentos de conduc-
tos pancredticos «in vitro» (4), pero con eso
se prescinde de la secrecidn acinar fluida,
presente en varias especies. En diversos
laboratorios, incluyendo el nuestro, se ha
comprobado que el pancreas perfundido es
muy sensible a los principales secretago-
gos {1, 5, B). En comparacion con otras téc-
nicas in vitro ttiene la gran ventaja de que no
se produce una gran liberacion basal de
enzimas por aulodigestion, por lo que la
proporcion secrecion estimulada/secrecion
basal es muy satisfacteria. Otro factor pro-
bablemente importante en las respuestas es
que el mantenimiento de su red vascular




excluye los problemas de deficit de oxige-
nacion y nutrientes presentes, por ejemplo,
en segmentos de tejido «in vitro» (1),

Una ventaja adicional es que es posible
determinar la respuesta de este drgano a
diversos factores sin excluir el efecto que
tienen la insulina y otras hormonas de los
islotes de Langerhans sobre fa funcién
exoctina. Esto, junto con las ventajias ante-
riormente indicadas hace que esta técnica
genere resultados faciimente extrapolables
al individuo, lo que la diferencia de nume-
rosas preparaciones «in vitro»,

£n cuanto a las desventajas, algunas son
al mismo tiempo ventajas previamente des-
critas: la presencia de diversos tipos de
tejido, entre elles el endocrino v el lecho
vascular. Si bien el duodeno también puede
ser extirpado, los islotes de Langerhans no,
y siempre es posible que los efectos obser-
vados en un experimento se deban en parte
a ias hormonas liberadas por ellos. Por ofra
parte, ios experimentos con drogas u hormo-
nas con un fuerte efecto vascular pueden ser
dificiles de interpretar, pues aungue permi-
ten evaluar los efectos sobre la circulacion
del 6rgano {que al fin y al cabc son parte
de su accion), se haria necesaric diferenciar
éste de la accion directa schbre las células,

Algunos inconvenientes son de orden
técnico. En primer lugar esta preparacion
requiere un apreciable grado de entrena-
miento y/o habilidad quirdrgica. Para obte-
ner buenos resultados es necesario trau-
matizar lo menos posible el pancreas, de
modo que los resuliados serédn mejores
cuanto menos se toque el dérgano. En cuante
altiempo de cirugia, aunque hay autores que
no le dan demasiada importancia (3), cree-
mos apropiado operar en no mas de 1-1,5
noras (lo ideal es no exceder los 40-60 min).
Ademas el disefio experimental tiene la
misma limitacion, en cuanto al nimero de
experimentos posibles en cada preparacidn,
gue la investigacion «in vivo» (sdlo unos
pocos, al conirario que técnicas como las
preparaciones de celulas, acinos o Idbulos
de tejido pancreatico).
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PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Aislamiento del pancreas de rata—Una
vez anestesiado el animal (uretano 20 %, 1-
1,5 g/kg, ip) practicamos una laparotomia
media longitudinal, seguida de una incisién
transversal en cada pared abdominal par-
tiendo de los labios de la primera incision
{para evitar |la hemorragia de la vena abdo-
minal y retraer la pared abdominal coloca-
mMos dos mosquitos craneal y caudalmente
a cada uno de los dos cortes transversales).
Con esta extension de la laparotomia con-
seguimos un amplio campo operatoric,

El tracte intestinal se rechaza a la izquier-
da (la derecha del animal) y se discca el
borde pancreatico-duodenal limitante con
colon transverso (pliegue duodenocdlico),
de modo que |0s vasos sanguineos que
cruzan desde pancreas hacia colon se
seccionan entre dos ligaduras y se separa
el punto de contacto entre duodeno y colon
transverso. El recto es ligado v seccionado,
y a continuacion desplazamos &l blogue
intestinal a !a deracha para localizar el final
del duodeno, donde termina ei tejido
pancseatico vy comienza el tejido graso
mesenterico. En ese punto seccionamos el
ducdeno vy lo canulamos para evacuar la
secrecion duocdenal. Con esto duodeno vy
pancreas guedan conectados al resto del
tracio intestinal tan solo por la parte de
mesenterio (y sus ramas vasculares) que,
partiendo del péncreas, soporta las asas
intestinales (esto es, la ralz del mesoyeyuno
fundamentalmente). Para exiraer el paguete
ntestinal englobamos con una ligadura el
mesenterio, distalmente a ella calocamos un
mosguito y seccicnamos entre ambos. En
este momento el pancreas se halla enmar-
cado por la curvatura mayor de eslomago,
ducdeno y cara viscerai del bazo.

A continuacion tomamos el estdmago por
la curvatura mayor y se libera de las
adherencias del omento gue llegan a ella,
para luego ligar y seccionar la arteria gés-
trica izguierda vy la vena gdstrica anterior
{que alcanzan el polo craneal dsl fundus).
También seccionamos el esdfago entre dos




ligaduras. Con esto liceramos el pancreas
de todas sus conexiones a excepcion de
duodenc, bazo y omento mayor,

Llegados a este punto se extiende el
borde méas caudal del pancreas para iden-
tificar y cerrar, con ligaduras sancillas, los
puntos en que se continla con el tejido
graso maesentérico. Este paso o realizamos
comenzando desde ¢l polo ventral del bazo
hasta llegar al duodenc, momento en que &l
estémago se gira hacia la izquierda del
campo operatorio para extender asi total-

mente el pancreas y ligar su limite con el

omento mayor, cerca de la cara dorsal de la
curvatura mayor del estémago. Las dos ul-
timas ligaduras son realizadas en el angulo
formado por curvatura mayor y duodeno;
una cierra el limite pancreas-omento y la olra
sirve para ligar el pilcro. Todo el tejido graso
limitante que habia sido separado con las
ligaduras se secciona entonces, ademas del
estémago.

En este momento de la intervencion el
pancreas estd relacionadoe tan solo con el
duodeno a la izquierda y el bazo a la dere-
cha. Este Ultimo es extirpado tras cerrar el
hilio vascular dividiéndolo mediante dos liga-
duras sencillas, cada una cerca de un ex-
tremo de la cara visceral del érgano. Con
aste paso el pancreas ya se halla aislado de
otros drganos.

Una vez localizada la desembocadura del
conducto pancreatico-biliar en duodeno,
introducimos en ella una peguefia canula
metdlica (< 1 mm @), para a continuacion
cortar entre dos ligaduras el conducto
colédoco a su salida del higado y antes de
su entrada en el pancreas, en ¢l punto en
el que discurre por encima (ventralmente en
reatidad) de la vena porta. Ef mismo proce-
dimiento se sigue con la arteria hepatica,
gue discurre apenas a 1 mm de distancia del
colédoco, tras su origen en la arteria celiaca,
también visible en ese punic.

Empleando una ligadura amplia rodea-
mos toda la base del pancreas, sto es, la
rafz dorsal del mesenterio en la que esta
situado este érgano. Dejandc este nudo tra-
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zado pero sin cerrar, se refleja el pancreas
a la derecha para localizar en la raiz del
mesenterio las arterias celiaca y mesentérica
anterior, saliendo de |a arteria acrta abdomi-
nal. Tras disecarlas se pasan ligaduras
dobles para su posterior cateterizacion, vy
otra mas (sencilla) alrededor de la vena
porta.

La preparacion esté lista en este momento
para la cateterizacion de las arterias y ¢l
inicio inmediato de la perfusion: comenza-
mos por la arteria cellaca, para pasar luego
a la arteria mesenterica anterior. Tras la
cateterizacion de la primera, y mieniras se
opera la masentérica, se inicia la perfusién
con solucion fisioldgica (ver mas adelante)
a velocidad reducida (menos de ia mitad de
la velocidad final); al terminar con esta se-
gunda arteria se pasa a la velocidad normal
de perfusion (2 ml/min). El tiempo empleado
en canular las arterias debe ser el minimo
posible (dos minutos). Se canula entonces
la vena porta con ayuda de la ligadura
previamente trazada.

En este punto de la intervencion quirdrgi-
ca el pancreas esta ya perfundido exclusi-
vamente con KH, y aislade de la circulacion
corporal. Algunos autores han utilizado esta
preparacion «in situs= (3, 7), que permite con-
trolar la perfusidn del pancreas dejando
intacia la mayor parte de la inervacion
{pancreas perfundido «in situ»). El animal
puede ya ser sacrificado (conviene hacerlo
por exanguinacion en la aorta toracica), tras
lo cual se cierra la ligadura que engloba la
raiz dorsal del pancreas y se secciona la
insercién en la pared dorsal del abdemen,
liberandolo totalmente para su colocacion en
el dispositivo de perfusion (ver mas adelan-
te). Tras unos 30 min de equilibrado, la pre-
paracion esta lista para el comienzo del
experimenio.

Aislamiento del pancreas de cobaya.—En
el caso del cobaya {Fig. 1) hemos realizado
ciertes modificaciones respectc del procedi-
miento descrito para la rata. En primer lugar
resulta mas comoda seccionar el recto antes
de ligar el pliegue duodenoccdlico (también




Figura 1.—Preparacion de pancreas de cobaya
perfundido «in situ», Se indican las canulas de
arteria celfaca (1), vena porta (2), duodeno (3) y
conducto pancredtico (4). El asa duodenal y el
tejido pancreético aparecen blanquecinos al haber
comenzado ya la perfusion.

puede hacerse asi en rata), ya que en esta
especie es muy ancho y vascularizado, y
para poder disecar su extremo izquierdo (la
derecha del campo quirlirgico) es necesario
seccionar primero la base del mesocolon a
su paso por el duodeno (disecando y ligan-
do sus grandes vasos mesentéricos). Tras
esto separamos el pliegue cecocdlico que
relaciona ciego, muy voluminoso en el coba-
ya, con colon ascendente, con lo que libe-
ramos el colon transverso y podemos ya
disecar el extremo derecho del pliegue
duodenocdlico. En cuanto a la canulacién
del duodeno, corto y movible en la rata, en
el cobaya discurre unido al techo del abdo-
men a partir de la flexura caudal (relaciona-
do con la grasa perirrenal), lo que impide
desplegarlo y manejarlo con comodidad.
Asi, lo canulamos inmediatamente tras la
flexura duodenoyeyunal. Una vez extraido el
bloque intestinal, cuando se disequen las
adherencias del omento mayor de la curva-
tura mayor del estdomago, hay que tener la
precaucion de ligar varios vasos gastropan-
creaticos que cruzan esta zona. Por supues-
to, el conducto biliar en el cobaya es inde-
pendiente del pancreético, y ha de ser liga-
do y seccionado junto con la arteria hepa-
tica. Otra diferencia es que el tronco arterial
celiaco incorpora las arterias celiaca vy
mesentérica, por lo que solamente se lleva
cabo la cateterizacion de este vaso comun.
La canulacion del conducto pancreatico
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merece una especial atencion por su dificul-
tad. En primer lugar su localizacion es bas-
tante dificil al no desembocar de manera
clara en el duodeno (en la rata destaca
nitidamente), discurriendo oculto por el teji-
do pancreatico. Durante la canulacién no se
cuenta tampoco con la ayuda que en la rata
supone el flujo de bilis, hasta el punto que
algunos autores (8) recurren a la administra-
cion de una pequefna dosis de secretina
unos minutos antes para incrementar la
secrecion fluida (extremo que nosotros pre-
ferimos evitar).

SISTEMA DE PERFUSION

Dispositivo.—Una vez extraida, la prepa-
racion pancreas-duodeno (ya sea de rata o
de cobaya) se coloca en una camara de
perfusion termostatizada a 37-38°C, de unos
50 ml de capacidad (Fig. 2). El aumento de
volumen debido a la ligera extravasacion del
liquido de perfusion (apenas un 10 % si el
aislamiento ha sido correcto) puede conte-

Figura 2 A.—Dispositivo de perfusion del pancreas
aislado. A, pancreas aislado situado en el bafio de
organo. B, diagrama representando el dispositivo
experimental.
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nerse con aspiracion. Aunque 1o fundamen-
tal para la viabilidad del érgano sea el aporte
vascular, también conviene mantener oxige-
nada la camara con carbogeno. La perfusion
se mantiene constante a 2 mi/min con ayuda
de una bomba peristaliica. En el circuito se
sitda un captador de burbujas para evitar el
riesgo de embolia gaseosa. Para administrar
diferentes drogas u hormonas al pancreas
situamos una llave de tres vias, 10 que nos
permite altarnar entre la solucion control v la
que contiene los compuesios a investigar.
Una aliernativa es digponer toda la solucion
en un solo reservorio, pero situando en el
circuitc una conexién de entrada para incor-
porar un peqguefio volumen de la droga u
hormona mediante un inyector. Esto tiene la
ventaja de evitar posibles desequilibrios
debidos a ligeras diferencias en el liquido de
perfusion entre diferentes reservorios (sobre
todo cambios en el pH). Las dos canulas
situadas en las arterias del pancreas de rata
estan conectadas a una misma «[» para
dividir entre elias sl flujo. Las situadas en
ducdeno y porta tienen acodamientos para
permitir la evacuacion sin que el pancreas
se eleve sobre el nivel del bafio.

Para registrar la presion de perfusion se
sitia una «T» aproximadamente a unos 30
cm antes del pancreas, conectada a un
transductor de presidn acoplado a un poli-
grafo. Normalmente las presiones de perfu-
ston estan entre 30 y 60 mm Hg («diastdlica»
y «sistélica» respectivamenta). En cuanto al
efluente venoso puede ser recogidc si se
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desea analizar la liberacién de hormaonas de
los islotes de Langerhans (y duodeno) o los
niveles de elecirolitos y presencia de
enzimas pancredticas, ademas de indicar-
nos posibies cambios de permeabilidad del
endotelio pancreatico (gque se traducen en
cambios en el volumen de efluente portal).

Solucion empleada —|.as soluciones em-
pleadas por distintos autores para la perfu-
sion del pancreas aislado son del tipo Krebs-
Ringer o Krebs-Henseleit. Nosotros hemos
utilizado una solucion Krebs-Henseleit (KH)
modificado, con la siguiente composician:
NaCi 131,0 mM, KCI 5,6 mM, CaCl, 2,5 mM,
MgCl, 1,0 mM, NaHCO, 25,0 mM, NaH,PO,
1,0 mM, Glucosa 2,5 mM. Se afiade un 5 %
de Dextrano T-70 (peso malecular 70.000) en
el KH de perfusion para evitar la exirava-
sacion [algin autor omite esto (9)], v un
0,25 % de albumina sérica bovina si se
desea evitar la adhesiéon de algunos
péptidos, como |a secreiina, a las superfi-
cies de plastico del circuito de perfusion. E
pH se ajusta en 7,3-7,4, y la solucion se
mantiene gaseada con carbégeno. Como el
pH tiene una relacion estrecha con el nivel
de gaseado de ia solucion (el principal tam-
pén es el iGn bicarbonate), es nacesario
vigilarlo de modo regular y cuidadoso. En
nuestros experimentos hemos optado ade-
mas por afiadir 1 mM HEPES, que propor-
ciona mayor estabilidad al pH. La posibili-
dad de sustituir el bicarbonato por HEPES
tiene en contra que se reduce la secrecion
de jugo pancredticce en la rata {no de pro-
teinas), y de jugo y proteinas en el coba-
ya (1), ya que se trata de un idn que participa
en el proceso celular de la secrecion acinar,
razéon por la gque lo hemos desechado.

Segun nuestra experiencia es convenien-
te no afiadir Dextranc en el liquido del bafo
de drgano, con lo que obtenemos una menor
extravasacion y edematizacion del mesente-
rio. En cuanto a la atbdmina, su uso presenta
el inconveniente de producir una gran can-
tidad de espuma al ser gaseada. Si se
emplea, una solucién consiste en afiadir Ii-
guido antiespumante (apenas unas gotas en
la superficie del liquido es suficiente) ¢ dejar




flotar en la superficie un peguefio segmento
{1 cm?®) de red plastica tratada con silicona
antiespumantie {Merck) {24 horas en una
solucion al 20 % en é&ter y secada posterior-
mente},

ESTUDIOS CON PANCREAS AISLADO
Y PERFUNDIDO

El desarrolla de la técnica que acabamos
de describir ha permitido notables avances
en la fisiologia pancreatica, fundamental-
mente en los estudios sobre la secrecion
exocrina. kn este campo el pancreas aislado
ha sido fundamental en la caracterizacion de
ia secrecion enzimatica (2, 10, 11), y espe-
cialmente la fraccion hidroelectroiftica, acer-
ca de la cual la informacion previa era limi-
tada (3, 9-11). Con este modeio se demostrd
el papel gue desempefian ciertos iones
como el Ca?r (2, 5,6, 10-13), K+ (10, 13-15),
Cl (9), HCO, (9-11) y Na* (13) en la res-
puesta a los secretagogos. fgualmente ha
servido para la investigacion de la interac-
cidn entre distintos secretagogos (13, 16).
En una serie de experimentos el grupo de
Kanno (1, 6, 12, 17, 18) ha registrado, du-
rante estudios de secrecion, el estado de
oxido-reduccion de los citocromos y el po-
tencial de membrana {mediante un epectro-
fotémetro de barrido de érganos), lo que ha
contribuido a la comprensidn de las respues-
tas celuiares a las hormonas.

Este modele experimental ha tenido una
especial utifidad para estudiar la influencia
gue tienen los islotes de Langerhans sobre
la funcion exocrina del pancreas. Los datos
obtenidos por diversos investigadores indi-
can que la insuling liberada por el propio
pancreas en respuesta a la glucosa potencia
los efectos de secretagogos como la
CCK {15, 19} y la acetilcolina {20). gualmen-
te se ha avanzado con esta técnica en los
mecanismos intracelulares de fiberacion de
insulina y su regulacion por la glucosa (21),
demostrandese el papel de clertas enzimas
intracelulares como la proteina kinasa C (22).

También la investigacion de [cs mecanis-
mos celulares de captacion de aminoacidos
ha usado este método con éxito, caracteri-
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zandose en el pancreas de rata la existencia
de distintos sistemas de transporte (23,24)
y su estimulacion por insulina y secreta-
gogos (7, 25, 26). Otros campos que han
aplicado esta preparacion experimental son
el estudio de las pancreatitis (27), las res-
puestas adaplativas del drgano a corto vy
medio plazo (26, 28) v el mantenimiento de
la estructura epitelial y la comunicacion
intercelular (29}

Recientemente en nuestro laboratorio
hemos utilizado esta técnica para investigar
ol pape! del 1on Mg® en las respuestas a la
colacistoquinina y la secretina (Wisdom,
Singh y Salido, en preparacidn), y para
estudiar la interaccion existente entre estas
dos hormonas (30). Nuestros datos indican
que, como ya habiamos demostrade con
olras técnicas, y contrariamenie a la apinién
generalmente aceptada, no se produce
potenciacién entre ambas hormonas, sino
mas bien inhibicion mutua. Una observacion
interesante, y que concuerda con resultados
contenidog en la bibliografia (31), es que el
efectc de la secretina comparado con el de
la colecistokinina es menor en el pancreas
perfundido que «in vivo» {Camello, Wisdom,
Singh y Salido, en preparacion). Probable-
mente elle indica la existencia de algun
factor cooperador ¢ facilitador presente tan
solo en el animal entero. El pancreas
perfundido nos ha sido también Gtil para
demaostrar el efecto que tienen los ésteres de
forbol sobre la secrecion de jugo pancrea-
tico (30) (Fig. 3), siendo éste uno de los
escasos resultados que implican a la protei-
na kinasa C en la secrecidon hidroglec-
trolitica. Durante la investigacion actualmen-
te en curso en nuesiro laboratorio estamos
empleando este métodao para caracterizar la
respuesta secretora del pancreas de cobaya
a la histamina, adaptandclo también para
determinar las respuestas vasculares (pre-
sion de perfusion, extravasacion) y los
mecanismos idnicos subyacentes (analisis
del efluente portal) (Fig. 4).

En conclusion, segun nuestra experiencia
y la de otros autores, &l pancreas perfundido
y alslado es una preparacién muy til en el
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Figura 3.—A Secrecion de jugo pancredtico en el
pancreas de rata aislado vy perfundido en respuesta
a la perfusidon de CCK octapéptido, secretina o
ambas a la vez (100 pM en todos los casos). La
barra horizontal indica el tiempo de estimulacién. La
secrecion se recoge, en capilares previamente
tarados, cada diez minutos. Se representa también
la secrecion en el grupc control {linea de trazos). B
Efectos de la perfusion del pancreas de rata asilado
y perfundido con el éster de forbol 12-C-tetradeca-
noil-forbol-acetato (TPA) sobre la secrecion de jugo
pancreatico. La perfusién con TPA (10 M) se
profonga durante el perfodo indicado por la barra
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pesada, en muestras recogidas cada 10 min. Se
represenia tamhién la secrecion en el grupe
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) de Student).
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se obtienen restando al K- total en vena porta el K*
total en el Hquido de perfusion cada minuto, La
secrecion de jugo pancredtico se mide, por pesada,
en muestras tomadas cada 10 min {circules). Las
barras horizontales indican el pericdo de perfusion
con un blogueante de los receptores H, de la
histamina (ranitidina}, sclo o en presencia de hista-
mina. En la parte superior aparece ef registro de la
presién de perfusion a lo largo del experimento.

estudio de una amplia gama de parametros
funcionales de este 6rganc, combinando
ventajas tanto de técnicas in vivo como in
vitro y presentando cualidades que (o con-
vierten en una técnica especialmente eficaz
en la fisiologia del pancreas.
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