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INTRODUCCION

Unc de los problemas mas graves en el area del trasplanie de érganos, es i2 respuesta
nmunoidgica causante del dano funcional y estructural en el tejido trasplantado, la cual,
si no es controlada resuita en el rechazo y pérdida total del injerto.

Aigunos de los cambios gue ocurren en el huésped y en el injerfo, son simples
consecuencias de! trauma asociado con la cirugia y otros involucran ei reconocimiento
de las diferencias antigénicas entre el denador vy el receptor.

Durante los Uitimos afios se han investigado los fenomenos involucrados en ja pérdida
del injerto y se han establecido diferentes mecanismos para explicar la lesién tisular que
ocurre después del trasplante de islotes. La activacion de las células presentadoras de
antigenos {CPA) tales como los macrdfagos v las células dendriticas. la sintesis de
interieucina-1p  (IL-1p) y del factor de necrosis tumoral-o (TNF-a), asi como, la
formacion de radicales libres coma el 6xido nitrico {ON}, son considerados los eventos
mas importantes implicados en la lesidn durante la pérdida del injerto. En términos
generales, el rechazo agudo del trasplante de islotes se debe principaimente a ia
activacion de las células de Kupffer, adhesion de leucocitos y plaguetas a la pared
sinusoidal, activacién del complemento y la produccion de citocinas y radicales libres.

La melatonina es conocida como uno de los agentes antioxidantes mas potentes por su
capacidad depuradora de radicales libres derivados de oxigeno como et ON.

La melatonina también ha sido estudiada como agente regulador de ia respuesis
inmune inflamatoria en diferentes enfermedades y ha demostrado tener un efecto
penéfico sobre la regulacion de varias citecinas proinflamatorias como la IL-1f y el TNF-
a.

La realizacion de este trabajo tiene como finalidad estudiar el efecto de la melatonina
sobre estas citocinas y sobre el ON en un modelo de alotrasplante de islotes via
intraportal, de manera que al establecer el efecto, la melatonina pueda ser considerada
como un agente inmunomodulador de la respuesta de rechazo agudo en contea del

injerto.



ANTECEDENTES

DIABETES MELLITUS

fa diabetes mellitus {DM) es un sindrome, o un grupe de enfermedades cronico-
degenerativas en el cual se altera el metaboiismo de los carbohidratos, las grasas y las
proteinas, bien por falta de secrecion de insulina o por disminucion de la sensibilidad
tisuiar a esta hormona. La DM se caracteriza por manifestar hiperglucemia e
intolerancia a la glucosa. Las complicaciones secundarias de la DM se deben
principalmente a los niveles elevados de azucar en sangre durante muchnos afnos. 1o
cual se encuentra sumamenie asociado con disfuncion y falla de varios érganos Entre
los tejidos mas afectados, debido a que se encuentran en libre contacto con la glucosa
son la retina, los rifones, Ios nervios, el corazdn y tos vasos sanguineos.

Las causas de la DM son multiples y de caracter heterogéneo, con grados variables de
predisposicion hereditaria y con la participacion de diversos factores ambientales. Forio
que el incremento en la susceptibilidad del individuo a desatroliar DM depende tanto de
factores ambientales como genéticos. Asi, mas que una entidad Unica la DM es un

grupo de procesos degeneratives.
Se distinguen des tipos principales de DM

» Diabetes mellitus tipo 2

Es la forma mas comin de esta enfermedad va que represents
aproximadamente entre el 85%-90% de ésta. Se origina por la resistencia a la
accion de la insulina en sus células diana (hiperinsulinemia), ast como. por la
deficiencia en la secrecion de insulina debide a la inadecuada respuesta
compensatoria de las células § por mantener un estado de normoglucemia
causada por un defecto no inmunitario. Afecta primariamente el aparate vascular
y suele ser asintomatica durante la etapa prediabética. 7

| a resistencia a la insulina tiene gran importancia en la patogenia de la DM tipe

2. pero el elemento indispensable para que surja el estado diabético es la



ineficiencia relativa o absoluta de las células f para compensar la resistencia a la

insulina,

« Diabetes Mellitus tipo 1

Representa aproximadamente entre el 10% y 15% de los casos de diabetes y es
la mas frecuente entre los niflos y adolescentes. Aungue cerca del 15y 30% de
ios adultos de mas de 30 afios también presentan este tipo de diabetes.
ta DM tipo 1 es consecuencia de la destruccion selectiva de las celulas fi
productoras de insulina debido a un proceso auteinmune, al parecer mediado por
iinfocitos T que reaccionan especificamente contra algunas proteinas de la célula
p en los islotes pancredticos. De acuerdo con varios repories, esta respuesia
autoinmune puede tener origen quimico © viral.! Sin embargo, una vez
establecida es claro que la respuesta inmunitaria constituye la causa de la
destruccién de tas células beta.
Este tipo de diabetes se caracteriza por deficiencia de la secrecion insulinica
absoluta y por la necesidad de administrar insulina para conservar la vida del
paciente. Los sintomas causados por la hiperglucemia, son repentinos e intensos
e incluyen poliuria, polidipsia, pérdida de peso, vision borrosa y tendencia z la
cetosis ?

En resumen ambos tipos de diabetes son consecuencia de la interaccion de factores

genéticos y ambientales.

Epidemiologia de la DM

La DM es muy comiin, con numerosos efecios de salud a nivel global. Se calcuia que
alrededor del 5-7% de la poblacién mundial presenta este tipo de sindrome. En la
actualidad, existen 171 millones de diabéticos en e! mundo y se estima que esta cifra se
incrementara a 370 millones para el afio 2030, de los cuales 85% pertenecen a DM tipo
2y 15% a DM tipo 1.7

La prevalecia e incidencia de la DM va en aumento en muchas poblaciones,
particularmente en los paises en desarrollo, lo cual, puede deberse a una mayor

exposicion a factores de riesgo relacionados con el estilo de vida.*
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£n Méxice es un problema de salud publica con importanties consecuencias meédicas,
sociales y econémicas y cuya morbilidad y mortalidad ha ido en aumento a partir de
198G.° Actuaiments, en nuestrc pais la DM ocupa uno de los primeros fugares como
causa de muearte, tanto en hombres como en mujeres.5

Los costos derivados para la atencidon de los pacientes diabéticos en el ambito
hospitalario junto con la pérdida de productividad de la poblacién afectada, coloca a la
DM dentro de las enfermedades de mayor costo social y carga financiera para las

instituciones de saiud .

Pancreas

El pancreas es una giandula sdlida localizada transversalmente sobre ia pared posterior
del abdomen y su peso en un individuo adulto es de 85 g. Esta glandula esta constituida
por tejido exocrino y tejido endocrino. El componente exocrino esta formado por los
acinos pancreaticos que secretan enzimas dentro del intestino, las cuales participan en
&l proceso de digestidn. El tejido endocrino esta formado por los islotes de Langernans
(figura 1)REF.

Islotes Pancreaticos

Los islotes de Langerhans o islotes pancredticos son agregados de céiulas
diferenciadas. Estdn constituidos por las células «,B,8y v, las cuales vierten sus
secreciones directamente en la sangre (figura 1). Las células « secretan glucagon, ias &
somatostatina y las y polipéptido pancreatico. Las células fBson las principales
productoras de insulina. La insulina es una harmona cuya funcion principat s parmitir
el paso de la glucosa al interior de las células como fuente principal de energia.
Normalmente después de consumir una dieta rica en carbohidratos, las celuias
# finamente sensibles a la glucosa se activan y secretan insulina. Cuando las ceiulas
B no funcionan adecuadamente, la produccion de insulina es muy pobre ¢ incluso nula.
Esto dificuita el paso de glucosa al interior de las células, ocasionando un incremenic
en la concentracién de glucosa en sangre. La consecuencia es la acumulacion de
glucosa y de sus productos metabdlicos que contribuyen a la generacion de varias

complicaciones metabdlicas que participan en et desarrollo de la DMt REF.
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fsiote

. Células
pancrealico

Figura 1: Estructura de
un isiote pancreatico.
Se muestran los cuatro
tipos  ceiulares  que
conforman un isicte.
También se muestra la
localizacién  anatomica
del pancreas vy los
acings pancreaticos.

Acino pancredtico

- Parireas

Tratamiento de la DM

Para lograr un control optimo de la diabetes es necesario normalizar los niveles de
glucosa en sangre, fo cual reduciria en gran medida los riesgos a large plazo de las
complicaciones secundarias.

Normalmentz, el tratamiento se basa en la administracion de insulina exdgsna. Por
tanlo, la terapia para los pacientes con DM tipo 1, comdnmente involucra un regimen
invasivo y riguroso de pruebas para medir los niveles de glucosa en sangre a lo largo
del dia junto con inyecciones subcutaneas de insulina. Las bombas de insulina gue se
introducen en el organismo y liberan la hormona a un fitmo predeterminado permiten
realizar un control mas exhaustivo de los niveles de glucosa en la sangre; sin embargo,
hay compiicaciones asociadas a este tratamiento, como son la cetoacidosis vy las
infecciones en relacion con la bomba de infusion.? Por otro lado, la maycria de los
pacientas con DM tipo 2 presentan sobrepeso; la base del tratamiento es la dietz v &l
ejercicio. o cual contribuye a la pérdida de peso y por tanto, disminuye la resistencia de
los teiidos a la accion de la insulina; posteriormente se ahaden al tratamiento

hipoglucemiantes orales e insutina.’
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Ll estudio sobre el control de la DM tipo 1 vy sus complicaciones demostro que la terapia
intensiva con insulina reduce significativamente el riesgo de las complicaciones
microvasculares de la diabetes. Sin embargo, no resulta en la normalizacién de ios
valores de hemoglobina glucosifada, por lo gue adn, es necesaric seguir en s
busqueda de nuevos métodos para lograr un excelente control de 1a glucesa.'®

Por todo ésto, ia sustitucion o reposicion de células productoras de insulina a través del
trasplante de pancreas completo o de islotes pancreaticos es [a mejor alternativa para

curar la DM tipo 1.
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TRASPLANTE

E! trasplante se define como el proceso por el cual se foman células. tejidos u Organos.
denominados injerfos, de un individuo vy sé colocan en otre. El individuo gue
proporciona el injerto se denomina donador y el que lo recibe, receptor o huesped,
Segun el sitio de implantacion del injerfo, ios trasplantes se clasifican en ortotdpicos,
cuando se colocan en su sitio original y heterotropicos cuando se colocan en un sitio
diferente. De acuerdo con la relacian existente entre los individuos. los trasplantes se
dividen en autotraspiante, cuando un injerto es trasplantado de una a otra pare del
cuerpo de un mismo individuo. En isotrasplante cuando un injerte es trasplantado entre
dos individuos genéticamente idénticos. En alotrasplante cuando un injerto se trasplanta
entre dos individuos de la misma especie pero genéticamente distintos y en
xenotrasplante cuando un injerto es trasplantado entre individuos de distinta especie.

En la practica ciinica el trasplante de tejidos para reemplazar 6rganos enfermos se lleva
a cabo con la finalidad de tratar diferentes enfermedades, por lo que en las ultimas
décadas el alotraspiante se ha convertido en el tratamiento de eleccidon de maltiples
procesos patoldgicos., Actualmente el nimero y tipo de oOrganos que pueden ser
trasplantados va en aumento, debido al éxito logrado por este procedimiento.

Asimismo, el objetive principal del alotrasplante de pancreas o de isiotes pancreaticos

es curar la DM tipo 1. con lo que se iogra un control glucémico excelente.

Trasplante de Pancreas

Ei primer trasplante de pancreas se realizo en la Universidad de Minnesota en 1968. A
partir de 1970 se realizaron varios trasplantes de pancreas y a finales de 1980 es
aceptado como alternativa para manejar la DM, "’

En ia actualidad, es una de las alternativas mas aceptadas para controlar 1a DM tipo 1,
debido a que cerca del 86% de los pacientes logra alcanzar el estado Normogiucenico
independiente de insulina y cerca det 50% de los receptores s@ mantienen
euglucémicos durante 5 afios.'” Sin embargo, el trasplante de pancreas completo es un
procedimiento muy invasivo, con alte indice de morbilidad y mortalidad significativas en

términos de riesgos quirdrgicos.

1



Ei trasptante de pancreas como organo completo vascularizado, se acepta como una
alternativa terapéutica en combinacion con el trasplante de nfidén, en pacientes con
diabetes y nefropatia terminal. Por otra parte, el trasplante de pancreas solitario. se
leva a cabe ocasionalmente para tratar la diabetes mellitus tino 1 1abil en pacientes no

urémicos. ™

Trasplante de islotes pancreaticos

Actualmente, e! trasplante de islotes pancreaticos es de las estrategias mas
prometedoras para curar a los pacientes con DM tipo 1," debidc a que proporciona un
exceiente control glucémico si se realiza en etapas tempranas de Ia enfermedad,
reduciendo en gran medida ias complicaciones secundarias sin necesidad de
administrar insulina exégena.15 En comparacion con el trasplante de pancreas
completo. el trasplante de islotes es un procedimiento mucho mas seguro Y mas
simple.”

E! trasplante de islotes representa la alternativa mas ibgica para el tratamiento de los
pacientes con DM tipo 1. Hasta ahora, varios casos reportados en seres humanos que
recibieron un aiotraspiante de células insulares maostraron buenos resultados.’ La
orobabilidad de lograr la independencia a la insulina en humanos ha sido de 68%, 58%
y 49% a dos afios'” y, aunque la evaluacion a largo plazo ha sido dificii, en 1997 ¢
reportaron dos casos con independencia a la insulina después de § afios del
alotrasplante de islctes. "

Gran parte del éxito obtenido por el trasplante de isiotes en tas Ultimas décadas ha sido
posible gracias a las técnicas de aislamiento de islotes, 1as cuales han permiido ei
aislamiento de gran numero de islotes funcionales.'

Se cree que el pancreas humano normal cuenta con apreximadamente 1,000,000 de
islotes, y se requiere como minimo de 63% a 70% de esta masa para revertir la
diabetes: es decir, el nimero minimo de islotes que se recomienda trasplantar es de
9.000 a 10,000 islotes por Kg de peso corporal o 630,000 islotes para una persona de
76 Kg.”! '

La obtencion de un numero de isiotes suficiente para lograr la independencia a 1a

insulina y revertir ia DM tipo 1 depende de varios factores relacionados con el método



de aislamiento seleccionado para obtener la mas alta produccian de islotes, as! como

de la especie de estudio seleccicnada.

Aislamiento de islotes

El proceso de aislamiento implica una serie de pasos que involucran desde ia
procuracion del pancreas hasta la digestion mecanica y enzimatica de este. lo cual,
debe resultar en ia obtencion del numero suficiente de islotes viables y funcionalmente
intactos.

La digestion con colagenasa fue infroducida por primera vez en 1865, para alterar
enzimaticamente el pancreas del cobayo y permitir la liberacion de fracciones
celulares.’? Posteriormente se perfecciond el procedimiento mediante ef uso de
distensién intraductual, filtrando solucidn de Hanks a través de los conductos
pancreaticos. Este método permite la distensidn y la desorganizacion del componente
exocrine del pancreas (isiotes) y consecuentemente estimula la digestion de este
organo mediante i uso de colagenasa, permitiendo asi, la separacion de los islotes del
tejido exocrino {acinos pancreaticos} y ductual 2

Las técnicas de purificacion implican la separacion por centrifugacion y el lavado de los
islotes varias veces para eliminar los residuos peligrosos, refacionados con el proceso
de aistamiento.

El desarrallo de métodos automatizados utilizados para la obtencion de islotes
pancreaticos y los adelantos en las técnicas de separacion y purificacion han permitido
obtener mayor nimero de islotes viables con competencia funcional. Sin embargs, aun
asi, el nimero de isiotes que se logra obtener es muy pobre, por lo que se requieren
minimo dos donadores de pancreas para lograr obtener una cantidad significativa de

isiotes, capaz de revertir la DM fipo 1.



Sitios de aplicacion de los islotes pancreaticos
El sitio de aplicacion de los islotes pancredticos a traspiantar es factor crucial. Debe ser

an lugar facilmenie accesible, seguro, con buen fiujo vascular y adecuado drenaie

portal. Los sitios de aplicacion de los islotes pancreaticos son diversos y abarcan as
la circulacion portal, en la capsula renal, en el timo. en el pulman, en &l espacio peti
adrtico del retroperitoneo y libre en fa cavidad peritoneal. Sin embargo. hasta la fecha el
higado es el sitio mas eficiente para el traspiante de islotes en pacientes con DM tipo
1,24

Higado

£l higado es el organo mas grande del cuerpo, pesa 1,500 g aproximadamente y esta
dividide en dos l6bulos y a su vez, cada lobulo en cientos de lobulillos. Goupa una
posicion fisiologica muy importante, pues cuenta con una irrigacion sanguinea doble. va
que recibe sangre arterial y venosa. El 75% de la sangre que llega al higado proviene
del tubo digestivo a través de la vena portal y es rica en nutrientes. £l 25% restante
procede de ia circulacion cardiaca a través de la arteria hapatica y es rica en oxigeno.

El lobuliio hepatico es una unidad anatomica y funciona! del higado definido por ias
triadas (l2 vena porta, la arteria hepatica y el conducto biilar) y por millones de ceiulas

hepaticas (hepatocites) distribuidas en forma de cordenes radiados alrededor de &

vena central {figura 2) REF

Figura 2: Lobulilio hepatico. Esta
formado por cordones de
nepatocitos y por fas triadas (vena
porta, areria hepdtica vy ducto
hiliar

Arteria
hepatica Kids

descho bifiar wveia porta hapatea



Los sinuscides hepaticos son capilares diminutos, recubiertos por células dei endotelic
vascular y por los hepatocitos. A nivel sinusoidal se fusionan la sangre arterial y venosa
(figura 3). En el higado se encuentran diversos tipos celulares como los hepatocitos. ias

céiulas endoteliales del sinusoide y los macrdfagos tisulares o células de Kuffer.REF

Mo T -.[ g Y e
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El trasplantz de islotes aplicados en la circulacion intraportal ha demostrado tener mejor
funcionalidad y viabilidad en comparacion con ofros sitios de aplicacion. Debido a qgue |a
vena porta cuenta con un importante soporte de oxigeno y nutricienai, asimismo en
estudios recientes, se ha demostrado que esta via presenia tolerancia mmunologica
reflejada por la disminucion continua y progresiva del indice de proliferacion de
linfocitos T.%°

Ei sondeo transhepatico es en si mismo sencillo, hasta cierto punto economica v
carente de morbilidad importante, por lo que hasta hoy, el trasplante de islotes via

intraportal es la mejor alternativa para curar ia DM tipo 1 (figura 4).



PANCREAS T RECEPTO "~

DEL DONADOR ‘R DEL
/ INJERTO

Figura 4 Trasplante de islotes pancreaticos via intraportal. Se muestra el proceso dei

trasplante y la anatomia de un islote pancreatico.



RESPUESTA INMUNE ALOGENICA AL TRASPLANTE

El trasplante de organos induce una variedad de cambios en &l huesped v en el injerto.
Algunos de estos cambios son simples consecuencias del trauma asociado con ia
cirugia y otros involucran el reconocimiento de las diferencias antigénicas entre el
donador y el receptor.

Dentro de esios cambios, el sistema inmunolégico juega un papel muy importante en ia
tolerancia o rechazo de cualquier 6rganc o tejido trasplantado, debido a la respuesta
colectiva y coordinada de moléculas y células responsables de mantener el equilibric
homeostatico ante la exposicion continua de antigenos extrafios. De este modo, fa
importancia del sistema inmunoldgico dentro del proceso depende de factores tales
como la incompatibiiidad entre el donador y el receptor.

Asi pues, normaimente cuando se implanta un érgano o tejido extrafio. se actvan todos
los mecanismos inmunitarios que controlan las respuestas celulares y humorales tanto
especificas comao inespecificas. Por lo que la respuesta inmune clasica en un receptor
no presencibilizado es un proceso dependiente de células T, las cuales requieren ia
presencia de células presentadoras activadas, pertenecientes al Sistema inmune
Innato. Habitualmente ésta activacion se desarrolla en condiciones fisicidgicas po:
estimuios proinflamatorios, tales como citocinas inflamatorias. En el caso del trasplante.
estas sefiales puaden ser producidas por las células del donante o por las celulas del
huésped, expuestas a insultos inmunoidgicos y no inmunologicos.

Sin embarge, aunque la mayor parte de los estimuios proinflamatorios en la respuesta
inmune derivan dei sistema innato de defensa, en el trasplante de 6rganos, uno de ios
elementos centrales es la activacion de las células T del huésped. Lo cual se debe &

las importantes disparidades antigénicas entre ef donador y el receptor. REF

Complejo Principal de Histocompatibilidad

E! compleje principal de histocompatibilidad {(CPH), es e! principal responsabtle de que
el injerto sea percibido como similar o diferente a ios tejides propios. Los genes del
CPH estan presentes en todas las especies de mamiferos y son los que determtnan la

compatibilidad tisular entre individuos.®®



Sus productos génicos mas importantes son {as moléculas de clase | y de clase il y son
los principales antigenos responsables del rechazo de injertos entre diferentes sujetos.
La funcion fisioldgica de estas moléculas es la presentacion de peptidos extraiios a tos
linfocitos T. Las moléculas de clase | presentan péptidos a los linfocitos T citotoxicos
C018" y las de clase H a los linfocitos T cooperadores cDa™ ¥

En pocas palabras, las diferencias entre el tejido propio v et tejido no propio se deben a
polimorfismos geneticos entre los diferentes alelos de los genes dei CPH. Por tanic, el

reconocimiento del injerto como propio o extraio es una caracteristica heredada®™

Células Presentadoras de Antigenos

Las células presentadoras de antigeno (CPA) son células especializadas en e
procesamiento y presentacion de antigenos. Estas célutas expresan en sus superficies
moléculas antigénicas del CPH de clase I de forma constitutiva. Debido a esto. las
CPA, pertenecientes al Sistema Inmune innato tales como tas células dendriticas y los
macréfagos, son un componente critico en el inicio de la respuesta inmune en contra de
antigenos extrafios (aloantigenos).

Las células dendriticas intervienen principalmente en ef inicio de las respuestas de ios
linfocitos T a antigenos proteicos. Se localizan por debajo del epitelio v en ta mayor
parte de los drganos donde estan preparadas para captar antigenos y transportarios a
los 6rganos linfaticos periféricos.”®

Las células de la linea monocitos/macrdfagos son células que se originan en la meduia
dsea, circulan en la sangre y maduran y se activan en diferentes tefidos. De esta
manera los macréfagos estan presentes en todos los érganos y tejidos, y reciben
nombres especiales para designar locatizaciones especificas, tales como ios
macréfagos que residen en el higado o células de kupffer. Asimismo las celulas
efectoras de la inmunidad innata son los macréfagos activados que sintetizan citocinas
proinflamatorias, las cuales reclutan y activan a otras células. Otras citocinas comg la
IL-12 e iL-4 inducen la diferenciacion de los finfocitos T a linfocitos Th1 vy Th2 Enla
inmunidad adaptativa estas células actdan como CPA al presentar los antigenos

extrafios a los linfocitos T.



Normalmente las CPA del donador son progresivamente reemplazadas por las CPA del
receptor, 1o cual indica el grado de importancia que tienen estas células en la respuesta
de rechazo. En condiciones fisiologicas, los antigenos exégenos unidos a fas moléculas
de clase 1l son presentados a los linfocitos T CD4", y éste contacto entre la CPA v el
linfocito T es suficiente para proporcionar sefiales que estimulan la proliferacién y

diferenciacion de los linfocitos T.%°

Linfocitos T

Los linfocitos T constituyen la mayoria de los linfocitos circulantes en el torrente
sanguineo y son los principales mediadores de la inmunidad adaptativa.

Numerosas evidencias demuestran, que la respuesta inmune en contra del injertc es
dependiente de células T, y aseveran que el papel de los linfocitos T en el rechazo
agudo es dirigir [a respuesta inmune por medio de la inflamacion en el rechazo de
érganos.

Normalmente, después del trasplante, los linfocitos T pueden reconocer 10s
aloantigenos de dos maneras, directa e indirecta, es decir, la aciivacion de las células T
del receptor, se puede originar tanto por CPA del donante como por CPA del receptor.
Por lo que, e! alorreconocimiento ocurre a través de dos vias: la via directa, en la que
las célutas T del receptor reconocen las moléculas del CPH expresadas sobre ia
superficie de las CPA del donador. Y la via indirecta, donde las moléculas del CPH del
donador y los antigenos menores de histocompatibifidad son capturados y procesados
por las CPA del receptor para ser presentados a los linfacitos T

En el caso del trasplante los antigenos exdgenos también pueden ser presentados
unidos a las moléculas del CPH de clase |, y asi activar a los linfocitos T CD8", de esta
manera, las células T CD8" donador-especificas juegan un importante papel en el
rechazo temprano. Datos experimentales evidencian que el reconocimiento directo del
antigeno es el principal mecanismo por el cual los linfocitos T citotoxicos (LTC)

reaccionan frente al injerto.*

Sin embargo, la activacion de los linfocitos T requiere de dos sefales: la primera. que

ya ha sido mencionada, es proporcionada por los antigenos extranos que junto con las



moléculas del CPH expresadas en la superficie de las CPA son presentados a los
linfocitos T, simultaneamente los correceptores CD8" y CD4" de los linfocitos T
interaccionan con regiones conservadas de las meléculas del CPH de clase | o clase |l
respectivamente, y como consecuencia el linfocito es activado parciaimente* La
segunda sefal necesaria para la activacion de los linfocitos T es aportada por senales
coestimuladoras, mediadas por la interaccidn entre receptores no polimarficos
expresados en la superficie de los linfocitos T tales como CD28 y CD40L y sus
respectivos figandos B7-1, .B7-2 y CD40, en la superficie de las CPA del donante o de!
receptor, esta sefal también es proporcionada por citocinas como IL-1 e IL-6
secretadas por los macréfagos y por los propios finfocitos.*

La activacion de los linfocitos T CD4” resulta fundamental en el rumbo de la respuesta
inmunitaria al frasptante, ya que una vez activados los linfocitos T CD4" virgenes (Tho)
proliferan diferenciandose en células efectoras Th1 o Th2. Los linfocites Th1 CD4'
producen Interleucina (IL} IL-2, Interferon-y (IFN-y) y TNF-a, que dirigen la respuesta de
células T citotoxicas CD8" y la activacién de macrdfagos, respuesta mediada por
células del tipo hipersensibiidad retardada, consfituyendo asi la respuesta
predominante frente al injerto. Mientras que los linfocitos Th2 CD4" secretan
principalmente L4, IL-5, IL-6, [L-7, IL-10 e iL-13 que dirigen la activacien de los
linfocitos B, produccion de anticuerpos y consecuentemente respuestas humorales. vy 1a
regulacion de las respuestas tipo Th1.3 *

Después de ser activados los linfocitos T CD8" también secretan citocinas como INF-v,
INF-, linfotoxina y en menor grado IL-2 que incrementan la respuesta alogenica en
contra del injerto.

Aungue las células asesinas naturales (NK) infiltran los aloinjertos rechazados, soio s
ha demostrado que estan implicados de manera importante en el rechazo de aloinjertos

de médula dsea y xenoinjertos.*®
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Linfocitos B

La respuesta de los linfocitos T activados por el antigeno, proporciona las sefales
necesarias para la maduracion de los linfocitos B a células plasmaticas secretoras de
anticuerpos o inmunoglobulinas, que guian la respuesta inmune humoral.

Los anticuerpos o inmuneglobulinas participan en el proceso de rechazo recubriendo o
neutralizando células extrafias, fijan el complemento produciendo quimiotaxis celular,
con aumento de la permeabilidad vascular y lisis de las células blanco.

También pueden recubrir antigenos extrafios mediante el proceso de opsonizacion con
lo que aumenta la capacidad fagocitica de células como macréfagos y basofiios, que
tiene receptores para inmunoglobulinas en sus superficies. ¥

Finalmente también pueden presentar actividad de CPA. Los linfocites B reconocen €l
antigeno, lo internalizan y procesan para luego presentarlo junto con las molécutas del
CPH de clase Il a los linfocitos T.

Las respuestas de anticuerpos son causa importante de rechazo, sin embargo, el papel
de los linfocites B en el rechazo agudo del alotrasplante de islotes pancreaticos es

mucho menos claro que el de los linfocitos T.

Citocinas

Como ya ha sido mencionado, un papel muy importante en este gran numero de
interacciones enire células, es el de la sefalizacion celular a través de mediadores
solubles tales como citocinas, que activan y guian a las célutas inmunes al sitio de !a
lesion.

Las citocinas son proteinas solubles sintetizadas y secretadas por los macréfagos,
células endoteliales y mas tarde por los linfocitos T que responden al antigeno extrafio.
Estas proteinas son modificadoras de la respuesta bioldgica ya que reguian la
proliferacion, diferenciacion y activacion de las células del sistema inmune.*®

Las células del sistema inmunitario utilizan las citocinas para comunicarse entre si y
regular los eventos locales y sistémicos de la respuesta inmunitaria € inflamatoria. Las
acciones de las citocinas suelen ser pleiotrépicas, redundantes, sinergicas vy

antagoénicas con respecto a ia funcién del sistema inmune. Pueden actuar sobre ias



mismas cétulas gque la producen (actividad autdcrina), en células cercanas {actvidad
paracrina) y en células distantes (actividad endocrina).

Después del trasplante se activa la respuesta inmune y gran cantidad de citocinas es
expresada por los linfocitos T y otros leucocitos (macrofagos). Tales citocinas dirigen el
proceso de sefializacidn e interaccion celular debido a su unién a receptores celulares
para citocinas. De esta manera, dirigen el desarrollo de la fase efectora del sistema
inmune, lo cual, lleva a la destruccion de las células tr::lsplantadas.3’9

Con respecto a la respuesta inmunoldgica del rechazo de injertos, las citocinas de
mayor interés incluyen TNF-¢, IL-1B, IL-6, L2, IL-5, IL~10, IL-4 e INFy. Las citocinas IL-
18 y TNF-o producidas principalmente por los macréfagos, sensibilizan a las celuias 7 a
través de la expresién de receptores para otras citocinas que tienen efectos sobre la
oroliferacion y diferenciacién celular, tales como IL-2 e IL-12. * I1L-18 y TNF-o. son
consideradas las citocinas clave en el desarrollo de la disfurcion de los islotes
pancreaticos trasplantados, ya que inducen dafio estructural y funcionai en las células
del endotelio vascular. Y promueven la expresidn de mo!ééu!as de adhesion endotelial,
nor tanto, contribuyen al reclutamiento de leucocitos en el sitio del trasplante.*

En el caso de! alotrasplante estas citocinas pueden ser producidas por las ceiulas del
donante o por las células del huésped expuestas a insultos inmunoiogicos y no
inmunolégicos.

Algunas citocinas como el TNF-a y el [FN-y incrementan ia expresion de moléculas dai

CPH en gran cantidad de tipos celulares.

IL-1B

La IL-1B es un péptido de 17 KD. Esta citocina es liberada durante la fase aguda de la
respuesta inmune y es producida por los macréfagos presentes en los iejidos. Es una
potente citocina proinflamataria, activa linfocitos T, estimula células endoteliales para ia
expresion de moiéculas de adhesion y favorece la coagulacion. A bajas
concentraciones funciona como mediador de la inflamacién local y a altas

concentraciones causa fiebre y anorexia.



Lta lL-1ux e IL-1p son producidas principalmenie por los macréfagos pero también por
células endoteliales. fibroblastos y linfocitos T. La IL-1B tiene varias funcicnes
fisioldgicas tales como induccidn de la inflamacion y modificacion de ta respuesta
inmune. Varigs articulos publicados demuestran que i3 IL-1p es de las citocinas con
mas responsabilidad en la destruccién de los islotes trasplantados. Ademas se ha

encontrado gue la IL-1( estimula la liberacion del oxido nitrico {ON).*!

TNF-o

Es un peéptido de 17 KD sintetizado por varias células durante la respuesta inflamatoria,
los macrofagos son las principales células productoras de TNF-q, perc también otros
tipos celulares, tales como, las células endoteliales pueden ser esfimuladas para
secretar TNF-u..*

Esta cifocina fue descubierta originalmente como el agente responsable de la necrosis
hemarragica de! sarcoma murino después de ia administracion de endotoxina.*
Dependiendo de las concentraciones de TNF-«, las respuestas sistémicas de los tejidos
y las células son extremadamente variables. A bajas dosis el TNF-o actda manteniendo
e incrementando la reparacion tisular. A altas conceniraciones, lleva a necresis tumaral,
pero eventualments también al dafo del tejido normal. Finalmente a muy zitas
concentraciones, causa chogque letal similar al observado en choque endotéxico.*

La produccion y liberacion de TNF-a es de los eventos iniciales en la respuesta
inflamatoria y en la lesién det tejido trasplantado, capaz de desencadenar la cascada de
liberacion de citocinas (IL-1f, IL-8, IL-8, IL-10, Factor Estimulanie de Colonias y
moleculas de adhesién) que coparticipan en la lesion de los islotes trasplantados y
actiia como estimulante continuo para la infiltracion de leucocitos. También es capaz de
inducir la generacion de radicaies libres, lo que aumenta la susceptibilidad de las
células endoteliales vasculares al ataque mediado por leucocitos. **

El TNF-¢ también esta involucrado en la inflamacion, diferenciacion y proliferacién de
linfocitos T y B. Esta citocina puede también ser directamente citotdxica para las celuias

presentes dentro del injerto.
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La secrecion de TNF-a junto con la interaccién CD40/CD40L producen varios efectos:
vasodilatacién y adhesion de leucocitos al endotelio, activacion y extravasacion de
leucocitos. Ademas de gue varias citocinas proinflamatorias como IL-15. TNF-w & INF—
estimulan la liberacion de varias quimiocinas por las células endoteliales.

De acuerdo con numerosos estudios, os islotes pancredticos son particularmente
susceptibles al dafio mediado por citocinas proinflamatorias, particuiarmente IL-15 y
TNF-¢, de ta! manera que éste es el componente mas importante en el rechazo de

trasplante de islotes pancreaticos.*®

Oxido Nitrico

Ef ON es un gas simple, con vida media de 10-20 segundos, que poses un electién
desapareado ¢ radical libre, lo que lo hace rapidamente reactante con otras moléculas y
por ser lipofilico pasa faciimente a través de las membranas para reaccionar con
proteinas blanco dentro de la célula. _

La célula endotelial continuamente produce ON en pequefias cantidades, &f cual tiene
un papel fisiolégico bien establecido como vasodilatador y regulador del tono vascular
importante para mantener el suministro de sangre oxigenada a las células.*®

La biosintesis del ON requiere de dos sistemas enzimaticos, la oxido nitrico sintasa
constitutiva (cNOS), que requiere calcio y calmodulina para la expresicn de su actividad
y genera pequefias cantidades de ON y la oxido nitrico sintasa inducible (iINOS) cuya
expresion depende de la activacion celular mediante citocinas como IL-1B y TNF-a, que
junto con otros estimulos generan ta produccion de grandes cantidades de ON ¥

A altas concentraciones el ON es considerado toxico, por causar lesion ceiular durante
el trasplante debido a su reactividad con radicales libres, entre otros efectos. Los
radicales libres causan lesion celular, que resulta en dafio estructurat y funcional de la
céiula. De esta manera, el ON interacciona con el superoxido para formar peroxinitrito

que es un potente agente oxidante.
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Céluias endoteliales

En vista de que ei endotefio vascular constituye [a barrera donde se establece el primer
contacto (adermas de las CPA) entre el sistema inmune det huésped y el injerio, es
evidente que el endotelio vascular juega un pape! muy importante en esta gran variedad
de procesos fisiologicos y fisiopatologicos.

Tras los insultos por isquemiaireperfusion se genera una gran cantidad de radicales
fibres derivados de oxigeno (radicales superoxido (Oy), radicales hidroxilo (OH) y
peroxido de hidrogeno (H20z)). Estos radicales libres en combinacion con la activacién
de las células de Kupffer estimulan la produccion y liberacion de aigunas citocinas como
IL-18 y TNF-g. Tanto los radicales libres como las citocinas reaccionan con las células
endoteliales promoviendo su activacion. Esta activacion se caracteriza por la expresion
de moléculas de adhesion endotelial, las cuales junto con factores quimiotacticos
promueven el transito de leucocitos.*® De esta manera, el reciutamiento y la
extravasacion de los leucocitos al sitto de |a lesion es regulado por la interaccion entre
ias moléculas de adhesion tales como selectina E y P, ICAM-1 (del inglés Intercelular
Adhesién Molecular-1) y VCAM-1 (del inglés, Vascular Cell Adhesidn Molecular-1}
expresadas en la superficie de las células endoteliales, con sus ligandos como LFA-1y
VLA-4 expresados en ios leucocitos activados.*®

Asi la activacion endotelial por citocinas proinflamatorias incrementa 1a produccién de
ON. E} ON en conjunto con factores quimiotacticos y las citocinas proinflamatorias
promueven el trafico de leucocitos al interior del injerto durante el proceso de rechazo y
regulan directamente €l proceso inflamatorio.”

Las citocinas TNF-o e IL-1p también actaan sobre las células endoteliales induciendo la
activacion dei factor de transcripcion nuclear x-B (Nuclear Factor NFx-B), el cual se
encuentra normalmente dentro del citoplasma celular asociado a la proteina inhibidora
lamada IxBa. Cuando la célula endotelial es estimulada por el TNF-o, IkBa se fosforila
y separa del NFx-B el cual es traslocado al niclec donde se une a los promotores de
varios genes para citocinas como L-18, 1L-1e, TNFa, I£-8, 1L-2 y moléculas de adhesidn
como selectina E, ICAM-1 y VCAM-1, dando inicio a la transcripcion y expresion de

estas proteinas y potenciando la respuesta inmune.™



Ademas de su capacidad quimiotactica las quimiocinas facilitan fa migracion ai injerto
de leucocitos, reforzando la capacidad adhesiva entre la interaccidn leucecito-célula
endotelial.*

Por otra parte, las células del endotelic vascular también pueden actuar como CPA ya
que expresan moléculas det CPH tanto de clase | como de clase 1, por fo que tienen la

capacidad de estimular a los linfocitos T.

RECHAZO

En distintos modelos experimentales en animales y en trasplantes clinicos intervienen
macrofagos, linfocitos Th1 CD4” o CD8” alorreactivos y linfocitos B en el rechazo de los
aloinjertos. Estos distintos efectores inmunitarios provocan el rechazo del injerto a
través de diferentes mecanismos.*

ComUnmente un paciente al gue se ie implanta un 6rgano na propio, puede presentar

tres tipos de rechazo:

Rechazo Hiperagudo

Es ague! que se presenta en minutos a horas después de iniciada la revascularizacion
del organo, y se debe a la presencia de anticuerpos preexistentes en fa circulacion del
huésped contra antigenos del donante.

Los anticuerpos preformados reaccionan al unirse a los antigenos presentes en las
células del endotelio vascular del drgano trasplantado, tales como ios antigenos de tos
grupos sanguineos (A B,O,Rh) y antigenos del CPH e inictan la cascada del
compiemento y de la coagulacion, los vasos sanguineos del drgano trasplantado se
obstruyen con coagulos desencadenando una trombosis intravascular rapida gue
bloguea los vasos del injerto causando necrosis vascular y la muerte inmadiata det
igjido trasplantado.®

Hoy dia este tipo de rechazo es faciimente predecible, y por lo tanto evitable mediante
la determinacion dei grupo sanguinec entre el donador y el receptor, y medianie la

tipificacion del HLA (prueba cruzada).
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Rechazo Agudo

Ei individuo receptor que no ha sido sensibilizado necestta tiempo para responder a los
antigenos del injerto, por lo que el rechazo agudo normalmente se presenta
transcurridos unos dias o semanas desde ef momento del trasplante. El rechazo agudo
de causa inmune es la forma mds comin entre las disfunciones tempranas del injerto y
se e considera una reaccion mediada por linfocitos T.

Histoldgicamente la caracteristica mas importante del rechaze agudo es la infiltracion
leucocitaria, localizada en principio en las areas perivasculares y que con el tiempo se
extienden por el resto del injerto. Normalmente este infiltrado celular estd compuesio
por linfocitos T, linfocitos B, macrofagos y células NK. Conjuntamente se observan
fendmenos de trombosis intravascular y necrosis celular.>

Normalmente después del alotrasplante, fos linfocitos T reconocen los antigenos del
donador, particularmente tos del CPH, presentados por las CPA, tales como
macrofagos o células endoteliales. Después del reconocimiento antigénico los linfocitos
T son activados.

Por o tanto, el rechazo del injerto inicia con el reconocimiento de ios antigenos
extranos y la consecuente activacion de los linfocitos T. Una vez activados, los linfocitos
T se expanden y generan células T maduras que provocan la destruccion del injerto a
través de la respuesta de citotoxicidad directa mediada por linfocitos T citotdxicos
(CD8"), o mediante la Respuesta de tipo Hipersensibilidad Retardada (MSR) dirigida por
linfocitos Th1 CD4". %

Los Linfocitos Th1 CD4" median la respuesta de HSR, a través de la produccion de
citocinas que activan y guian a las células inmunes ai sitio de Ia lesion. Existen algunas
pruebas segin fas cuales estos linfocitos son suficientes para provocar un rechazo
agudo. Los linfocitos T activados que infiltran el tejide y secretan citocinas tales como
IL-2, TNF-¢ e INF-y promueven la activacion de poblaciones inflamatorias inespecificas
como los macréfagos, los cuales contribuyen a la destruccion del injerto y fa lesion de

los tejfidos adyacentes.”’



Los linfocitos Th1 CD4", promueven también la maduracion y diferenciacién de las
células B a células plasmaticas productoras de anticuerpos. Estos anticuerpos
alorreactives formados tras la imptantacion del injerto también pueden cantribuir en la
lesion  vascuiar mediante ia activacion del complemento. Alternativamente, los
anticuerpos pueden unir receptores Fas (Fc) en células NK o macrofagos y causar lisis

por citotoxicidad mediada por anticuerpos.®®

Los linfocitos T CD8" activados reaccionan con aloantigénos de las células endoteliales
y producen lisis directa de las células del injerto.*®

En el caso del alotrasplante de islotes pancreaticos via intraportal, diversos estudios
demuestran gue los islotes son altamente sensibles a los efectos toxicos de citocinas y
radicales libres, por lo tanto, la activacion de los macréfagos y de las céiulas
endoteliales representa uno de los primeros eventos potenciadores de la disfuncion y/o
muerte de los islotes.®® Durante la infusion intraportal los islotes quedan dispersos
dentro del higado dande hay un alto contenido de células de Kupffer. Estas células
presentan aloantigenos a los linfocitos T. Et linfocito }econoce el antigenc y las
moiéculas del CPH, jurto con moléculas coestimuladoras y ctras sefiales como
interleucinas (IL-12) activan a los linfocitos Tht. Los linfocitos Th1 CD4" activados,
producen IL-2 e INF-v, las cuaies activan macrofagos, CD8", NK y linfocitos B, que en
conjunto con radicales libres y citocinas como IL-1p y TNF-« inducen la destruccitn de
las células trasplantadas.

La incidencia de episodios de rechazo agudo y el tiempo en que aparecen durante &l
mantenimiento de! injerto disminuyen la tasa de supervivencia, tanto en el primer afc

como a largo plazo, y constituyen un indicador de rechazo cronico.

Rechazo Crénico

Es aquel que se presenta de meses a anos después del trasplante, y se origina
principalmente por dafio vascular inflamaterio al trasplante. Este tipo da rechazo se
caracteriza por la infiltracién de macrofagos a los vasos y tejidos dei injerto, seguida por
oclusion arterial es decir, hay una reconstruccion patologica del drgano con la fibrosis y
pérdida de la funcion. En sentido estricto, el rechazo cronico supone la pérdida

irreversible de la funcion del tejido trasplantado que ocurre de forma tardia en el periodo



postrasplante, generalmente tras varios afos, Tanto los factores inmunologicos como
los no inmunoldgicos contribuyen a su patogénesis y al parecer tanto la inmunidad
celular como la humoral participan a través de la infiltracion de linfocitos Th1CD4™ que

activan células T citotéxicas (LCT), macrofagos vy linfocitos B.°" %2

INDUCCION DE TOLERANCIA INMUNOLOGICA

Como es bien sabido, el alto grado de polimorfismo en los genes del CPH es la principal
causa de ios problemas de rechazo de los trasplantes de érganos. Por lo que, la
induccion de tolerancia inmunoldgica de un 6rgano o tejido trasplantado de un donador
especifico, mediante la reduccion del sistema inmune del receptor que ocasione que el
injerto sea aceptado, permanece por si mismo come el principal probiema derivado del
trasplante.

La faliz de respuesta del Sistema Inmune frente a la estimulacion antigénica provoca
una respuesta de tolerancia. De acuerdo con varias publicaciones, los principales
mecanismos implicados en ia generacion de tolerancia son, |a delecién clonal mediante
un proceso de muerte celular, y la anergia clonal mediante la inactivacion funcicnal.
Otras publicaciones indican que la falta de respuesta funcional tambien se puede deber
a la induccion de células T reguladoras que suprimen las funciones efectoras de los
linfocitcs T, generalmente mediante citocinas como iL-4.%°

A este respecto, uno de los fendémenos mas intrigantes de la naturaleza es la
aceptacion materna del feto o semi-injerto, ya que la mitad de sus genes son de origen
paterno. Se sabe que la madre produce una respuesta inmune activa frente al feto y sin
embargo, en la mayeria de los casos, no hay rechazo inmunoldgico. Varas
publicaciones describen diferentes mecanismos que pueden explicar la paradoja
inmunologica del embarazo: 1) el feto ocupa un lugar protegido por una barrera de
tejido no inmunogénico , 2) inmadurez antigénica del feto, y 3) tolerancia inmuncliogica
de la madre, probablemente debido a qgue el feto fomenta una respuesta
inmunosupresora en ella. Asimismo ciertos experimentos revelan que en la interfase
materno fetal se sintetizan citocinas Th2 responsables de fa supresion local de las

respuestas Th1 a los antigenos fetales®. Sin embargoe, en ratones gestantes que han
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sido bloqueados para IL-4 e iL-10 puedan tener gestaciones normales. El conocimiento
de la forma en que el feto escapa al sistema inmunitario de la madse puede ser
importante para mejorar la practica de los trasplantes.e’3

Por otro lado, la tolerancia al trasplante implica, en sentido estricto, la falta de respuesta
frente al tejido alogénico con respuesta inmune mantenida a otros antigenos, en
ausencia de tratamiento inmunosupresor.

Sin embargo, hasta la fecha no existen protocolos que permitan interrumpir por
completo la inmunosupresidn. El uso de agentes que bloquean especificamente las
respuestas T y la correlacion de su uso con la supervivencia del injerto, confirman el
papel central de tas céluias T en el rechazo de injertos. En la actualidad, a pesar de los
tratamientos inmunosupresores, los episodios de rechazo post trasplante siguen siendo
frecuentes.® 87 ©°

Aunque los tratamientos inmunosupresores utilizados en la actualidad son
relativamente eficaces en la prevencion y tratamiento de las formas mas agudas de
rechazo. Sin embargo, en la fotalidad de los enfermos trasplantados el 6rgano injertado
es finalmente destruido en un plazo mas o menos fargo sin que hasta el momento se
disponga de tratamientes eficaces que lo eviten.5® Por ello, el interés prioritario en
trasplante se centra, por un lado, en el descubrimiento de nuevas terapias
inmunosupresoras y/o inmunomeduladoras que introduzcan en el receptor un estado de

tolerancia al injerto completo y permanente.
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MELATONINA
La glandula pineal secreta una hormona llamada melatonina o N-acetil-5-
metoxitriptamina (figura 5).
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Figura 5: Estructura guimica de la melatonina.

La funcion principal de esta hormona es sincronizar la actividad biologica con el ciclo
luz-oscuridad, pero ademas. esta hormona también funciona como captador de
radicales libres. De acuerdo con varias publicaciones esta caracteristica esta dada por
el grupo 5-metoxy, el cual, es esencial para tener mayor actividad antioxidante, y es una
de las razones por las que se considera a la melatonina una hormona con amplias
cualidades como agente citoprotector.”

De este modo, la melatonina es conocida como uno de los agentes antioxidantes mas
potentes por su capacidad depuradora de radicaies libres derivados de oxigeno taies
como el radical OH asi como también por reducir la produccidn de ON, lo que
proporciona a los componentes celulares proteccion contra el dafo oxidativo. Asimismo,
la melatonina es una hormona lipofilica capaz de cruzar todas las membranas
biologicas.”

El mecanismo de accion que subyace a los efectos pleiotropicos de la melatonina no se
conocen con exactitud. Sin embargo, al parecer la melatonina actia por medio de tres
mecanismos de accion: 1) Se une a receptores membranales acoplados a ias vias de
senalamiento de la adenilato ciclasa y de la fosfolipasa C; 2) Se une a proteinas
nucleares que pertenecen a la familia de los receptores retinoidales; y 3) Se une y

modula la actividad de la calmodulina y de la proteina cinasa c.”?



Diversos reportes demuestran que ademas de la glandula pineal la melatonina puede
ser sintetizada por otras partes del cuerpo, asi como por algunas celuias del sistema
inmunolégice, lo cual indica que hay un efecto directo de la melatonina sobre las células
del Sistema tnmune.”

En relacion con. la produccion de mediadores inflamatorios como las ciocinas
proinflamatorias IL-18 y TNF-a y el ON, los cuales participan de manera muy importante
en el proceso de rechazo del alotrasplante de islotes pancreaticos. Numerosos estudios
concuerdan en que la melatonina inhibe la preduccién de TNF-o* entre otras citocinas
(INF-y), a través de su actividad antioxidante.”® Esto al parecer es debido a que ia
melatonina contrarresta el efecto de fa éxido nitrico sintasa inducible (INOS), a traves
de la inhibicién de la activacion del NF-xB, el cual tiene que ver con |a sintesis de varias
molecuias que participan en la respuesta inmune en contra del injerto™

Sin embargo, de acuerdo con algunos reportes el efecto protector de la melatonina es
especifico para ef TNF-¢, debido a que sobre otras citocinas inflamatorias cemo iL-1 e
IL-6, al parecer no tiene el mismo efecto. 77

De acuerdo con varias trabajos, la melatonina incrementa la secrecion de -4, e inhibe
la secrecion de IL-2 y de INF-y. La IL-4 junto con la [L-10, son responsabies de suprimir
las respuestas locales de los linfocitos Th17®. Sin embargo, contrario a estos resultados
hay evidencias que indican que ta melatonina aumenta la secrecién de citocinas TH1. [
Una ventaja adicional de la melatonina es que ha demostrado no ser toxica si se
administra de manera exdgena, es absorbida y eliminada rapidamente puestc que es
capaz de atravesar todas las barreras meorfolégicas, por lo que su utilidad como

antioxidante parece iiimitada %



JUSTIFICACION

Los injertos trasplantados son muy vulnerables al ataque de citocinas inflamatorias, por
lo que se considera que estas citocinas pueden ser el componente mas importante en
el rechazo agudo del injerto. A pesar de los tratamientos inmunocsupresores la totalidad
de los injertos son rechazados sin que hasta el momento se disponga de tratamienios
eficaces que lo eviten. La melatonina ha demostrado tener un efecto modulador sobre
algunas citocinas de fase aguda, por lo que consideramos que puede actuar como un
agente regulador de la respuesta inmune de rechazo, con potencial para modificar la

evolucion del rechazo agudo y asi ser una importante alternativa para prevenir el

rechazo agudo.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ei problema mas grave en el campo del trasplanie de ¢rganos es |a respuesta inmune
en contra del injerto. El reconocimiento de los antigenos del injerto activa a los linfocitos
T que responden secretando citocinas, que amplifican la respuesta inmune en contra
del injerto, es aqui, donde se puede intervenir para prevenir el rechazo. Por su
capacidad depuradora de radicales libres y por tener un efecto imunormodutador sobre
las citocinas inflamatorias consideramos que la melatonina puede tener un efecto

benéfico sobre el rechazo agudo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efacto sobre el sistema inmune de la melatonina exdgena en el rechazo

agudo del alctrasplante de islotes pancreaticos via intraportal en ratas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1 - Determinar el efecto de ia melatonina exdgena scbre las concentraciones séricas de

tL-1[ an &l alotrasplante de islotes pancreaticos via intraportal.

2 - Determinar el efecto de la melatonina exdgena sobre las concentraciones sericas de

TNF-¢ en el alotrasplante de islotes pancreaticos via intraportal.

3.- Determinar el efecto de la melatonina exdgena sobre las concentracicnes sericas de

ON en el alotrasplante de islotes pancreaticos via infraportal.



HIPOTESIS

ia melatonina exbdgena evita el rechazo agudo en &f alolrasplante de islotes

pancreaticos via intraportal a través de la disminucion en los niveles séricos de las

citocinas proinflamatorias IL-1B y TNF-o, entre otras cosas.

L
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MATERIALES Y METODOS

Para evaluar el efecto de la melatonina exégena sobre las cilocinas pruinflamatorias 1L-
16 vy TNF-¢, asi como del ON, en el rechazo agude durante el alotrasplante de islotes
pancreaticos via intraportal se realizé un estudio intervensionista de tipo experimental,
en el que se utilizaron 72 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con peso de 250-300
g provenientes del Bioterio del Centro de Investigacion Biomédica de Cccidente (CIBO)
que sirvieron coma receptores del transplante de islotes de Langerhans via intraportal,
y 74 ratas macho de la cepa Wistar con peso de 350-400 g provenientes dei Bioterio del
Centro Universitario de Ciencias de la Salud (CUCS), que sirvieron como donadores de
islotes pancreaticos.

Los animales fueron criados y manejados en condiciones de bioteric con ciclos
luz/oscuridad de 12/12 h, a temperatura ambiente (21:+1°C), respetando las normas

nacionales e internacionales sobre el uso de animales de laberatorio.

GRUPOS DE ESTUDIO

Los ratas trasplantadas fueron divididas para su estudio y para la observacion de!

comportamiento las variables en el tiempo en cuatro grupos:

GRUPQ CONTROL: Trasplante y solucién salina (Tx NS); 20 Ratas sometidas a
alotransplante de islotes pancreaticos via intraportal. Se administré 0.5 mb de solucion
salina via endovencsa 75 y 30 minutos pretrasplante, justo después del mismo, 1y 2

horas postrasplante y una dosis diaria de sostén a las 8:00 a.m. durante 3y 7 dias.

GRUPQ EXPERIMENTAL: Trasplante v Melatonina (Tx Mely: 17 ratas sometidas a
alotransplante de islotes pancredticos via intraportal mas la administracion de
melatonina exdgena. Se administro Melatonina exdgena a dosis de 10 mg/Kg via
endovenosa disuelta en 0.5 mL de solucién salina con una concentracion al 4% de
etanol (Sewerynek, 1996a), 75 y 30 minutes pretrasplante, justo después del mismo, 1y

2 h postrasplante y una dosis diaria de sostén a las 8:00 a.m. por 3y 7 dias.

Lol
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GRUPC Cirugia simulada NS: 19 ratas sometidas al mismo procedimiento anestésico
quirdrgico que los grupas anteriores pero sin frasplante de islotes pancreaticos. Se
sdministre 0.5 mL de solucidon saiina via endovenosa 75 y 30 minutos antes del
procedimiento quirGrgico, justo después del mismo, 1y 2 h después del procedimiento y

todos los dias a las 9:00 a.m. durante 3 y 7 dias.

GRUPQ Cirugia Simulada + Mel (n=25). Ratas sometidas al mismo procedimiento
anestésico quirdrgico que los grupos anteriores sin transplante de islotes pancreaticos
mas la administracién de melatonina exégena. Se administrd Melatonina exfgena a
dosis de 10 mg/Kg via endovenosa disuelta en 0.5 mL de solucion safina con una
concentracidn al 4% de etanol, 75 y 30 minutos antes del procedimiento quirargico,
justo después del mismo, 1 y 2 h después de! procedimiento y una dosis diaria de

sostén a las 9:00a.m. por 3y 7 dias.

Una n de 5 animales por grupo, se utilizaron para la determinacion de las variables en
los tiempos cero o pretrasplante {n = 5); a 1(n=5) y 2 (n=5) horas postrasplante y 3

{n=5) y 7 {n=5) dias postraspiante.
VARIABLES

1. Independiente
a) Melatonina 10 mg/Kg (Sigma Chemical Co. PO Box 14508. St Louis MO, USA) 75 y
30 minutos pretrasplante, justo después del mismo, 1y 2 h postrasplante y una dosis

diaria de sostén a las 9:00 a.m. durante 7 dias.

2. Dependientes
a) Niveles plasmaticos de IL-1p
b) Niveles plasmaticos de TNF-«

¢) Determinacion de nitritos en plasma



CRITERIOS

a) Inclusion: Se incluyeron ratas macho sanas de la cepa Sprague-Dawley
(receptores) y ratas Wistar (donadores), con peso de 250-300g y 35C-400g

respectivamente, criadas y manejadas en condiciones de bioterio.

d) No inclusién: No se incluyeron ratas enfermas sin peso apropiado o de ctra cepa

diferente a las mencionadas.

e) Exclusion: Se excluyeron del estudio ratas que fallecieron durante en el acto
anestésico-quirtrgico, cuando se presentaron incidentes y/o accidentes durante la
realizaciéon técnica que impidieran la valoracién correcta de alguna de las variables,
tales como, anormalidades anatémicas, sangrado, hipovolemia o incidentes en la

toma de muestras, etc.
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Diagrama 1. Procedimiento para las ratas donadoras.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Técnica Quirtrgica
Todos ios procedimientos quirtrgicos tanto en los donadores comoe en los receptores se

realizaron con técnica estéril,

Donador

Se utilizaroh dos pancreas de ratas donadoras, de la cepa Wistar provenientes del
bioterio del CUCS de la Universidad de Guadalajara. Se realizé previa anestesia con
Droperidol 2.5 myg/Kg y Ketamina 80 mg/Kg via intramuscular. Se les practicd incision
media supra e infra-umbilical, se incidio la piel, tejide celular subcutaneo y peritoneo.

Se extirpo el apéndices xifoides para permitir la exposicidén de! higado v localizar el
nancreas y el conducto biliar comdn, donde fueron colocadas dos riendas de seda 4/0y
entre ellas en el interior del conducto biliar un catéter el cual sirvid para inyectar
solucion Salina Balanceada de Hanks (HBSS, Sigma) (20 mL por pancreas) y permitir la
distension del pancreas.

Se ligaron las riendas y se colocaron dos mas al final del conducto biliar en su entrada
al duodeno para evitar la salida del liquido hacia el intestino. Y se procedit a extraer el
pancreas, el cual una vez retirado fue colocado dentro de un frasco estéril con HBSS, el
cua! se maniuvo cerrado (Figura 6). ‘
1os animales donadores fueron sacrificados por exanguinacién y cierre de la pared

abdominat.
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Figura 6: EXTRACCION DEL PANCREAS. Se puede observar (A), a nive! del
conducte biliar coman, que es el mismo que el conducto pancreatico en el higado de la
rata. la colocacion de riendas con seda 4/0 y la introduccion de hule de punzocat calibre
26, se liga el conducto en su entrada al duodeno y (B) se infiltra con solucion HBS3
estéril a 4° G, 25 mL. (C) Se extrae el pancreas completo y se coloca en recipiente con

solucion HBSS a 4° C.



Enseguida se procedid a hacer el aislamiento de los islotes de Langerhans del
pancreas de rata donadera (Wistar).

La solucion HBSS es un medio de preservacion que contiene varios de los
componentes necesarios para mantener la homeostasis de las células o tejidos.
Previamente se tenia preparada colagenasa tipo V (Sigma), § mg por pancreas de rata,
para provocar la separacion del tejido conectivo y asi permitir la liberacion de los islotes.
Después de ia extraccion, se procedi6 a limpiar el pancreas dentro de una campana de
flujo laminar para retirar todos los coagulos y residuos de grasa. Los pancreas fueron
colocados dentro de un vaso de precipitado con solucion HBSS fria y colagenasa tipo V
para su digestion (dos pancreas fueron digeridos dentro de cada frasco). El pancreas
fue cortado con tijeras durante 5 minutos e incubado en bafic con agitacion constante a
37°C durante 15 minutos (Figura 7). Una vez digeridos los pancreas se filtraron a través
de una malla previamente humedecida con solucion HBSS, para obtener solamente las
células de los islotes del pancreas, posteriormente se lavaron con soiucion HBSS fria
en tubos conicos para centrifuga de 50 mL a 1,300 g durante tres minutos a 4°C. El
paquete de células fue nuevamente resuspendido en 40 mL de solucion HBSS fria v
lavada en dos ocasiones mas a 1,300 rpm durante 3 min a 4°C para un totai de 3
iavados.

Después de los lavados con solucidon HBSS, el paquete de célutas fue resuspendido en
25 mL de solucion salina fisiclogica fria y lavado en tres ocasiones a 1,300 g durante 3
minutos a 4°C (Figura 8). Al final de los lavados los islotes fueron nuevamenie
resuspendidos en 5 mL de solucién salina fria para enseguida ser implantados por
medio de un catéter a través de la vena porta hepatica {via intraportal) en el higado de

la rata.
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Figura 6. DIGESTION CON COLAGENASA V. Previamente se tiene preparada
Colagenasa tipo V (Sigma), 8 mg por pancreas de rata. {A) Se limpia el pancreas
dentro de una campana de flujo laminar, sobre una gasa estéri. Se refiran los
coagulos y grasa excedentes. (B) Se colocan los pancreas limpios dentro de un
vaso de precipitado conteniendo solucién HBSS, se agrega Ia colagenasa tipo V. vy
se cortan los pancreas con tijeras, en fragmentos lo mas pequefc posible y se
incuban en bafo con agitacidn a 37° C durante 2C minutos. (C), Se vacian los
pancreas digeridos en tubos de centrifuga conicos de 50 mL y se lavan 3 veces con
HBSS a 4° centigrados a 1,300 rpm, durante 3 minutos.




Islotes Pancreaticos

Figura 7. PURIFICACION DE ISLOTES PANCREATICOS. (A) Se filtran los islotes
pancreaticos sobre una maila previamente humedecida con solucidon HBSS. Se
resuspende el tejido con 50 mL de solucién HBSS fria y se lavan en 3 ocasiones a
1,300 rpm durante 3 minutos. (B) Se aplican en Circulacion Intraportal. (C) islotes
Pancreaticos, teflidos con ditizona (colorante especifico que los tifie de color café.



Receptor

Se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dowley provenientes de! bicterio del CIBO. Se
realizd previa anestesia general con la administracion de Droperidol 2.5 mg/Kg vy
Ketamina 80 mg/Kg via intramuscular. Se les practicd tricotomia amplia abdominal,
antisepsia de la piel, apertura de cavidad peritoneai a través de la linea media, y se
procedio a ia diseccion del vaso cecal de la vena porta y la colocacion de un catéter PE-
90/C 15" (INTRAMEDIC, Polyethylene Catheter. Clay Adams. Parsippany, N.J. 870554},
para realizar el trasplante intraportal de cerca de 10,000 islotes pancreaticos/Kg. el cuai
fue retirado una vez realizade el mismo. La pared abdominat fue suturada en dos
planos con material absorbible. Durante todo el procedimiento se mantuvieran
condiciones de temperatura con la colocacion del animal sobre un colchdn térmico

(figuras 8 y 9).

Cirugia Simulada
lLas ratas fueron sometidas a la misma manipulacion quirlrgica que los otros grupos,

pero sin ser sometidas al transplante de islotes (Grupos Manipulados).

Figura 8§:
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TRANSPLANTE DE ISLOTES
PANCREATICOS

Figura 9. TRANSPLANTE DE ISLOTES PANCREATICOS APLICADOS EN
CIRCULACION INTRAPORTAL {Tx IP). (A} Se realiza laparctomia abdominal a iravés de incisién

media supra e infra-umbilical, se incide piel, peritonec hasta llegar a 1z cavidad abdominal completa, (B) Sobre
una gasa humeda se colocan los intestinos, Con la ayuda de un Microscepic Quirirgico, se localiza la vena
ileo-célica {tributaria de 1a vena ponta), y se colocan 2 riendas de seda 5/0, (C) se coloca un catéter largo en la
luz de la vena y se sujeta con las riendas, se aplican los islotes pancreaticos suspendidos en solucion salina
fria, aproximadamente 8,000/Kg de peso.



DESCRIPCION Y MEDICION DE LAS VARIABLES (Prueba de ELISA)

La Meiatonina (Sigma Chemicai Co. PO Box 14508. St Louis MO, USA) fue
administrada a dosis de 10 mg/Kg via intraperitoneal disuelto en 0.5 mL de solucién

salina con una concentracion al 4% de etanol.

Determinacién de los niveles de IL-1p y TNF-a en plasma: Para determinar los
niveles plasmaticos de IL-1p, TNF-o se tomaron muestras sanguineas de la vena cava
suprahepatica y fueron colocadas en tubos de ensayo esteriles. El suero fue obtenido
por centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 min y dividido en alicuotas, las cuales
fueron aimacenadas a —-80°C hasta llevar a cabo su determinacién, mediante un
analisis de inmunoadsorcidn ligado a enzimas (ELISA) para lo cual se utilizd un kit para
[I-1B y otro para TNF-o (QUANTIKINE. Rd Systems. Rat IL-1p o TNF-¢ immunoassay.
Minneapolis, MN 55413). Las placas de 96 pozos fueron leidas en un Elisometro
(Microplate reader. Model 550. BIO RAD. California 94547. Cat. Num. 170-6750} a 450
nm. La concentragion de IL-1p v TNF-a en cada una de las muestras experimentales

fue calculada a través de una curva estandar.

Determinacion de niveles plasmaticos de Nitritos: Para determinar ef ON,
compuesto con una vida media muy cora, se utilizd la determinacién de nitritos en
plasma, debido a que estos son los productos finales estables. Los nitritos reaccionan
con la oxihemoglobina al entrar al sistema vascular, por esta razon ios encontramos en
pequefias cantidades en plasma, suero y orina. La reaccién de los nitritos con la

oxihemoglobina resulta en la formacion de nitrato y metahemogiobina.

Reaccion de Griess

Durante esta reaccién los nitritos son sometidos a reaccion de diazotizacién con la
sulfanilamida para formar una sal diazonio de sulfanilamida, la cual puede acoplarse
con la N-{1-Nafiil) etilenediamina, un compuesto con un espectro de absorcidon

caracieristico. Los nitratos no pueden ser sometidos a reaccion de diazotizacién con



suifanilamida y entonces deben ser primere reducidos cuantitativamente a nitrites para
reaccionar con el reactivo de Griess.

Los nitratos pueden ser reducidcs a nitritos por dos meétodos, uno guimicamente
utilizando cadmio y ofro utilizando nitrato reductasa acoplada con la reaccién de Griess
(Granger, 1895).

Reactivos:
1.-Nitrato reductasa (5 ul.= 50 mU)
2 -NADPH 25Mm, EDTA 10 mM
4 -Glutamico Deshidrogenasa {(5mi=100 mU}
5.-NH4CI {100mM)
6.-a-Ketoglutarato (4mM}
7.-Ac. 5-Sulfosalicilico al 6%
8.-NH.Cl al 30%
9.-NaOH al 5%
10.-Reactivo de Griess:
N-(1-Naitil) etilendiamina al 0.1% en agua bidestilada

Sulfanilamida al 1% en Acido Fosférico al 5%

Para determinar los niveles plasmaticos de nitritos y nitratos se fomaron muestras
sanguineas de la vena cava suprahepatica al final det tiempo establecido para cada
grupo, y fueron colocadas en tubos de ensayo esteriles. El suerc fue obtenide por
centrifugacién a 10,000 rpm durante 10 min y dividido en alicuotas, las cuales fueron
almacenadas a —80°C hasta llevar a cabo su determinacion. Se midié la absorbancia a
543 nm utilizando un espectrofotémetro. El calculo total fue hecho después de realizar
una curva estandar relacionando absorbancia con concentraciones conocidas ¢e nirito

de sodic {NaNQ; Yy utilizande agua bidestilada como blanco (Figura 10).
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Curva estandar NaNO?2

15
oo
o
Q05 y = 0.01x + 0.0064 :
i R?=0.9975 1
a PP R
0 20 40 60 80 100 126 140

Concentracion (nM/mL}

Figura 10. Curva estandar NaNO2, con concentraciones de 0.1 a 120 nano
moles (nM). r2=0.9975. Densidad Optica (DO).
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ANALISIS ESTADISTICO

Los valores fueron expresados en vaiores de media = el error estandar {(ESM). Los
datos fueron analizados con una ANOVA de dos vias y la prueba Student Newman

Keuis para variables no paramétricas. Fue considerada estadisticamente significativa

una p< 0.05.
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RESULTADOS

Efectc de [a melatonina exogena sobre los niveles de la IL-13 durante el
alotrasplante de islotes pancreaticos via intraportal.

£n la tabla uno se muestran los valores promedio, de la desviacién estandar (DSM) v
error estandar (ESM) de los niveles de IL-13 en cada grupo en todos los puntos en ei
tiempo después del alotrasplante de islotes. Cuando se realizo la prueba { de Student
entre cada tiempo comparado con el promedio basal en todos los grupos, hubo aigunas
diferencias en los grupos Melatonina, Sham y Sham mas Melatonina, como se describe
en los siguientes parrafos.

En el grupo control (Tx-SN) la diferencia de los promedios no fue significativa en
ninguno de los puntos en el tiempo con respecto a su basal, pero comparadao con &l
grupo Sham hubo diferencia a los 3 y 7 dias. Mientras que ef grupe Mel presentd un
decremento discreto en los valores plasmaticos de IL-1p, con disminucion significativa
al final de los 7 dias postrasplante (p= 0.021). De igual forma que el Sham contra €l
control, el grupo Mel contra el grupo Sham fue diferente a los 3 y 7 dias {P=0.008 y
p=0.003, respectivamente).

E! analisis entre todos los grupos Control, Mel y Sham+Me! (ANOVA de una soia via)
mostro solo diferencia estadistica significativa de ios niveles de la citocina IL-1f entre
los grupos control y Mel en todos los tiempos (P= 0.047).

Debe mencionarse que contrario a lo esperado las diferencias significativas
mencionadas anteriormente, sefialan un incremento en los niveles de IL-15 en los
grupos Mel (tabla 2) y Sham mas Mel. Una posibilidad, para explicar esta chservacion
inesperada, es que el vehiculo de Ia solucidn con melatonina (etanol) haya provocado
algun efecto inflamatorio. Ya que los animales fueron medicados en cada punto en &i
tiempo en los grupos correspondientes, podria ser una razdn para que precisamente
estos grupos sean los que presentaron incremento de la interteucina en lugar de
disminuiria. De hecho, en algunas muestras de estos grupos se observo lisis al tiempo

de la toma. Independientemente de ésto, el comportamiento de la citocina, se apegt a
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lo esperado, es decir, si hubo disminucion de iL-1[ en el tiempo en los grupos a los que

se les administro Melatonina, como se muestra en las graficas 1y 2.

Concentracidén Plasmatica de IL-1

300 -
250 4

200 4
b Contiol

150 = Melatoninz

100 4

(L1 (pgimL)

3 504

0 =l 120 3 dias 7dias

Tiempo

Grafica 1. Comportamiento de los niveles de IL-1 [ durante el alotrasplanie de
islotes pancreaticos wvia intraportal con y sin melatonina. Los resultades son
expresados en media £ ESM. Se muestran ios grupos contral y melatonina

Concentracidn Plasmastica de IL-1

Sham
. —he— Sham+Mal

IL-1 {pg/mL)

[ et e e -
o] a0 120 3 dias Tdias
Tiempo

Grafica 2. Comporarniento de 1os niveles de iL-1f durante el alotrasplanie de
islotes pancredlicos wia intraportal con y sin melatonina. Los resullados son
expresados en media + ESM. Se muestran los grupos sham y sham con melatonina

L
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1 Tempo
- Basal 60 min. 120min. | 3dias | 7dias
X 164 840 117.873 168.594 107.700 111800
DSM 58775 24519 91688 | 7271 3878
ESM 26.285 10.965 41003 | 35004, 15448 |
t- Student P=0.138 P=0.940 P=0.228 P=0.126
: _ X 204.805 163,391 245 249 1ws700 1 Tonroo
Melatonina DSM 38.915 37.G60 70923 44926 1 42143
Tx-Mel ESM 19.458 16.574 50.150 20080 ! 24331
t- Student P=0.147 P=0.394 F=0.094 | P=00621"
T X 231.499 209.654 179.569 11.820 o2 ]
DSM 56.928 178.914 55965 26.430 25% 0000 |
Sham |  ESM 28.464 89.457 25.028 11820 | 75% 8775 |
1Q2-SN t Student P=0.824 P=0.212_ | P<0.001" :
U-Mann T T o v
) Whitney [ . P=0.018
- X 162,744 172.450 127154 | 98.100
Snam+kel DSM 41685 42081 i - 40749
1Q-Med ESM 18.643 24284 i - 22.716
t- Student P=0.761 | - P=0.038"
Control Vs - ©
Shamm t- student | P=0.032
Melatonina | ! _ &
Vs Sham | t-student i P-0-008__ P00

Tabla 1. Muestra los valores de la media, desviacion estandar (DSM) y error estandar de la media (ESM) de los
niveles plasmaticos de IL-103 en cada grupo en todos ios puntos en &l tiempo duranie el alotrasplante de isiotes
pancreaticos via intraportal. Se contrastaron mediante una prueba de t de student o U de Mann Withney el basal de
cada grupo con todos los puntos en el tiempo y se muestran sus significancias. Tx {Trasplante de islotes). SN
{Solucion Salina normal), Mel (Metatonina), 1Q (intervencion Quirdrgica sin trasplante}
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Analisis de ANOVA para IL-1p

S Tlempo
LW Grupos Basal 60min. | 120 min.
| Control {5) (5) (5) (5) | <
I Melatonina (4) Fcai= 1.047 |(5) Fcal= 3286 |{2) Fcal=1.086 |(5) Fcal= 1152 ‘ (3} Feai=2 011 ¢
! Sham _+ Mel () {3} SO 1 SN <) B 1 0< N
L ANOVA P=0.384 P=008C | _P=0345 | P=0349 | P=0196 .
Ho ‘\lr \(’ '\J ! . W ‘
. Control {5} Fea= 2202 |(5) Foa= 2.202 | (5} Fcal=2.202 [(5) Fcal=2202 (5)Fca= 2202
: Melatonina (4) __++ 5 __++ (2) o+ (5) o+t 83
. ANOVA P=0.047" P=0047" | P=0047 P=0047" | P=0.047
Ho X X X XX
Ha P N v N A : :

Tahla 2: Muesira los valores estadisticos de F calculada {Fcal) y de P entre los grupos anatizados medianie un
analisis ANOVA con los valores de n en paréntesis. La hipotesis nula (Ho} dice que (1as varianzas de los dates 500

iguales) no hay una diferencia estadistica significativa entre los promedios. de los grupas analizados. Ha
varianzas de los datos no son guales

= Las
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Efecto de la Melatonina {Mel) exégena sobre los niveles plasmaticos del TNF-¢
durante el alotrasplante de islotes pancreaticos via intraportat

L_a tabia tres muestra los promedios de los niveles piasmaticos de TNF-« en cada grupo
y en todos los puntos en el iempo después del alotrasplante de islotes. La diferencia en
los valores de la media, analizada mediante la prueba de t de Student, en cada uno de
los grupos no fue estadisticamente significativa, a excepcion de un incremento
significativo en el grupo control a fos BG minutes después del trasplante (p= 0.008) &n
la gréfica 2 se muestra ese comportamiento.

Los grupos: Control contra Sham+Mel, Mei contra Sham y Sham+Mel contra Sham
presentaron diferencia estadistica significativa entre los promedios a los 80, 120

minutos y 3 dias respectivamente {p=0.031; p<0.001; p=0.032).

Concentracion Plasmatica de TNF

16 ;

14
T2
£ :
o 10 —e— Control
. i
o 8- -7 Me}
Zz .
e 8-

4

2

0 O P

0 60" 1207 3 dias 7 dias
Tiempo

Grafica 3. Comportamiento de los niveles de TNF-e durante el alotrasplante de
isiotes pancreaticos via intraportal con y sin melatonina. Los resultados son
expresados en media +- ESM
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El analisis de ANOVA entre ios grupos control, Mel y Sham+Mel muesira gue no hubo
diferencia significativa en los promedios entre los grupos, sin embargo 2t

analisis de Kruscal-Wallis entre Contro! y Mel hubo diferencia significativa en todos los

puntos en el tiempo (tabla 4).

. e Niveles Plasmaticos de':I'Q.I“E-_c_x__
Grupo | Tiempo
__‘ Basal 60min. ! 120 min
i X 5480 16198 2.118
| control DSM 3816 3.016 2.190
| Tx-SN | ESM 1.908 1958 0.980
L i t- Student P=0.008* P=0.138
vetato L% 9.169 10.022 14.875
i DSM 9511 7095 0.884
TMel ESM 4.755 3473 0.625
o t- Student P=0.881 P= 0.469
P X 8145 1 8815 2144
i DSM 6177+ 6478 2.255
Sham b 30
oo ESM 3088 1 3239 1013
t- Student P=0.886 P=0.081
" X 7.063 5.185 - 1
Stemt I _osm 4.457 5.986 - i
1Q-Mel ESM 2246 3.456 - T
1 t-Student P=0.653 - .
U Mann- :
| Witney N L L
Control i i
VS 1 i student P=0.031" i
Sham+ |
Met . e L
e VS tstudent P<0.001"™ 5
Sham+ . - . ‘ 7
MelVs | t-Student P=0.032" |
Sham R, Lo o

Tablta 3. Muestra los valores de la media, desviacion estandar (DSM) y error estandar de 1a media (ESh) de 1os
niveles plasmaticos de TNF-u €n cada grupo en todos los puntos en el tiempo durante el alolraspiante de islotes
pancreaticos via intraportal. Se confrastaron mediante la prueba de t de Student o U de Mann-Wiiney el basal de
cada grupo con cada uno de fos puntos en el tiempo y se muestran sus significancias

n
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___Anaglisis de ANOVA para TNF-¢ |
Tiempo !

| T Besal f 60mm_ | 120min__ 3gles i rgias
i Control (5) 1(5) {5) B T
i Melatonina | (4) Fcal=0.328 1(5) Fcal=3.020 |{2)
. Sham + () (3) (N

&N (5] |
1(5) Fcal= 0872 ((3) Fcal= 2.420
|5) @) |

|

!

|

|

Mel - [P
U TANOVA | TP=g 728 P=0.099 P=0.465 P=0195 |
I

I

' Kruscal- | : -
i Walls ; P=0.048%
i

[Control ~ | (5] (5) (5 + (8) &
| Melatonina | (4) (5) (2) L) I {3)
I Kruscal- - . n o -
| aie 0034 0.034 0.034 | oo . oose

Tabla 4. Muestra los valores estadisticos de F calculada (Feal) y de P entre los grupos analizados medianie un
analisis ANOVA o Kruscali-Wallis con los valores de n en paréntesis. La hipdtesis nula (Ho} dice que no hay una
diferencia estadistica significativa entre los promedios de los grupos analizados. Ha (Hipotesis estadislica alterna)
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Efecto de la Melatonina (Mel) exdgena sobre los niveles plasmaticos de Nitritos

durante ¢l alotrasplante de islotes pancreaticos via intraportal

La tabla cinco muestra ios valores de |la media, DSM y ESM de los niveles plasmaticos
de nitritos para cada grupo en todos los puntos en el tiempo después del aloirasplante
de islotes pancreaticos.

Como en las anteriores variables, tos valores promedio también se analizaron mediante
la prueba de t de Student enconirandose lo siguiente. El grupo control presenté muy
poca variacion de los niveles de nitritos, solamente a los 120 min hubo una ligera
elevacidén no significativa, respecto al valor basal. Por otro lado, a los mismos 120
minutos, €l grupe Mel presenté una elevacion significativa con respecto a su basal,
disminuyendo a los 3 dias postrasplante, aunque sin alcanzar la significancia. Esie

GHimo comportamiento se muestra en la grafica 4.

)
E
n
[ Y —e— Control

§ 8 —E—Me!
T B i
= i :
Z 4.

2.

. - pom e e e - ——— e e

0 80’ 1207 3 dias 7 dias
Tiempo

Grafica 4. Comportamiento de los niveles de nitritos durante el alotrasplants de
isloles pancreaticos via intraporial con y sin melatonina. Los resultadas son
expresados en media +- ESM.
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Los niveles basales de nitritos en el grupo Sham fueron mas baios estadisticamente
significativo {p=0.044) que en el grupo de Tx-Mel . Esta diferencia se repite a ios 120

{P=0.003) v (P=0.009), pero shora entre el control y Sham, como era de esperarse

(Tabla 5).
E»— s Niveles Piasmaticos de Niiritos
| Grupo | b Tiempo
s _ Basal 80 min. 120 min. 3dias 7dias
‘ X 12.460 12.860 16,990 11.860 171.060
 Contro! DSM 3.240 0819 4538 5919 2051
TSN ESM 1620 0.409 2.028 0.650 1450
L t- Student P=0.819 P=0.233 P=0.819 P=0.617 |
| elato X 13.185 12.410 15.910 9.410 -
S e | DSM 0.544 3.212 1414 5.110 -
F el ESM 0.272 1.436 1.000 12.710 -
] t- Student P=0.52 P=0.021* -
U Mann-
Whitey P=0.257
o X 10.035 16.635 8.510 11.860 11.010
Sham | DSM 2413 6.621 1746 0.919 2563
1Q-5N | ESM 1.206 3.311 0781 0.650 1.480
t- Student P=0.110 P=0.306 P=0.380 P=0.628 |
1
- X 15,635 14.010 - 12.230 15.285
Sham+ —
Mei DSM 5437 1.670 - 0.87% 3.955
1O-Mel ESM 3.218 0.964 - 0.363 1878
|t Student P=0.694 - P=0.286 P=0.929
MelVs | 4 student P= 0.044 P=0.003
Sham
Control
Vs - Student P=0.008
| Sham

Tabla 5. Valor promedio, desviacion estandar {DSM) y errer esténdar de la media (ESM) de los niveies plasmaticos
de nitritos en cada grupo en todos los puntos en el tiempe Se contrastaron mediante la prueba t de Student el basai

de cada grupo con todos los puntos en el tiempe y se muestran sus significancias
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F! analisis estadistico de ANOVA o Kruscall-Wallis no muestra diferencias significativas

entre ninguno de ios grupos {Tabla 8).

Analisis de ANOVA para Nitritos

Tiempo
Grupos ___ Basal | 80 min. ] 120 rﬁin. [ 3dias |
Control { i (5} (5) L (5) TGS 3
Melatonina |{) Fcai= 0636 [(5) Fcal= 0.448 |(2)Fcal=0.000542 | (5} Fcai= 1(3) Feal= 1.862 ;
Sham + 0 {3) )] {5 3
Me!
ANCVA 1 P=0552 P=(.653 P=0.982 P=03244
Ho__ |
Kruscali- ;
Wallis P=0.759
Control (5) Fcal= 1411 |(5) Fcal= 1441 [(5) Fcal= 1411 |{5) Fcal= 1411 |(5) Fcol= 1411
Melatonina |(4) (5) (2) (5) (33
| _ANOVA P=0.249 P=0.249 P=0.249 P= 0249 |
Ho i

Tabla 6. Muestra los valores estadisticos de F calculada (Fcal) y de P entre los grupcs analizados
mediante un analisis ANOVA o Kruscall-Wallis con los valores de n en paréniesis. La hipétesis nufa (Ho)
dice que no hay una diferencia estadistica significativa entre los promedios de los grupos a2nalizados Ha

(Hipotesis estadistica alterna).



DISCUSION

Actualmente uno de los procedimientos mas comunes para tratar diferentes
enfermedades es el trasplante de organos o tejidos. Sin embargo, cada tipo de
trasplante presenia una respuesta inmunitaria diferente, asi como sus propias
dificultades médicas y quirdrgicas.

El trasplante de islotes pancreaticos por gjemplo, constituye una forma de tratamiento
para ta DM, cuyc obietivo fundamental es el de mejeorar la calidad de vida de los
pacientes diabéticos tipo 1, logrando un estado constante de normeglucemia y la
independencia a la insulina exégena.®*

No obstante, la respuesta inmunelogica causante del darfio funcional y estructural en el
tejido trasplantado y que concluye con el rechazo y perdida total del injerto, representa
uno de los problemas mas graves en el area del trasplante de 6rganos.

A pesar de la gran variedad de tratamientos inmunosupresores que existen en ia
actuatidad, la gran mayoria de los injertos trasplantados son finalmente destruidos en
un plazo refativamente largo sin que hasta el momenio se disponga de tratamientos
eficaces que lo eviten. Por lo que, la induccién de tolerancia al trasplante que permita
que ei injerto sea aceptado, persiste como el principal problema derivado del traspiante.
Por elio, ef interés prioritario en trasplante se centra en el descubrimiento de nuevas
terapias inmunosupresoras y/o inmunomoduladoras que promuevan en el receptor del
injerto un estado de tolerancia completo y permanente.®

Es bien sabido, que los eventos inflamatorios no especificos que ocurren en & sitio del
trasplante inmediatamente después del injerto, involucran la sintesis de citocinas, la
produccion de radicales libres y la activacion de células endoteliales y sinusoidaies, que
contribuyen al dafio de los istotes.®® En este punto la mefatonina juega un papel mtuy
importante por su capacidad depuradora de radicales libres.

La melatonina considerada uno de los agentes antioxidantes mas potentes, ha
demostrado ser capaz de inhibir la concentracion de TNF-a, asi como de ON. Por io
que especulamos que la melatonina puede tener un efecto benefico, desde € punto de
vista inmunologico, en el alotrasplante de islotes pancreaticos via intraportal. Por un

lado, el TNF-¢ es capaz de estimular la produccion de radicales libres de oxigeno
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mitocondriales que favorecen los cambios en el estado redox citoplasmico que sefiala ia
activacion de factores de transcripcidn sensibles al estado redox como el NFkB, el cual,
requla una gran variedad de genes involucrados en la respuesta inflamatoria,
inciuyendo las citocinas TNF-a, IL-1B, IL-2 e 11.-8, moléculas de adhesién (ICAM-1) y la
iINOS. Este proceso puede ser atenuado con la disminucién de TNF-o por la
melatonina. Por otra parte, el radical OH funciona coma un mensajerc para la activacion
del NFkB y todos los antioxidantes que depuran el radical OH o sus precurscres inhiben

su activacion %

Hasta ahora no se habia evaluado el efecto de la melatonina sobre estas citocinas en
un modelo de alotrasplante de islotes pancredticos via intrapotal. Sin embargo, €l
presente estudio no intenta demostrar que la melatonina sea capaz de provacar
tolerancia inmunoibgica frente al injerto, puesto que debido a la complejidad de Ia
respuesta inmune frente aloantigenos es obvio que son necesarias mas
determinaciones que soporten esta idea. Por lo que este trabajo marca el inicio para
seguir investigando mas sobre el efecto de ta melatonina sobre ofras citocinas y
moléculas que son importantes en las respuestas de rechazo.

Los resultados de este estudio apoyan parcialmente la hipbtesis planteada en este
trabajo, acerca de que la melatonina exégena podria evitar el rechazo agudo en el
alotrasplante de islotes pancredticos, a través de la disminucién de los niveles
plasmaticos de IL-1f, TNF-a y ON. Sin embargo, diversas situaciones no permiten
apreciar con claridad el efecto protector de la melatonina sobre estos mediadores

solubies, por lo que a continuacion se mencionan brevemente.

IL-1p

Los niveles plasmaticos de IL-1 B en el grupo Tx- Mel, fueron mas aitos que lo
esperado, comparados con los valores del grupo control, aunque sin significancia
estadistica (grafica 1). Esto nos sugiere que los valores altos son debidos al azar 0 a
algun problema del experimento, mas que a un efecto directo de la melatonina sobre los
niveles de la IL-1B. Por ejemplo, la solucion de melatonina contiene un porcentaje de

etanol, es posible que este vehiculo pudiera causar alguna alteracién y entonces

o0



aparentar que la intervencion quirdrgica, el trasplante de los islotes o la melatonina
tienen un efecto negativo sobre la IL-1B. Sin embargo, 7 dias después del frasplante los
niveles de IL-1§ disminuyeron significativamente comparado con su basal (P= 0.021),
este era el efecto esperado. Esta observacidon refuerza la posibitidad de que hubo una
alteracion debido ai etanol utilizado en la solucién con melatonina en ei grupo Tx-Mel, y
es hasta los 7 dias que hay un control en la produccion de IL-15 por el efecto de la
melatonina.

La elevacion de IL-1B en el grupo Tx-Mel también puede ser explicada debido a que &l
alotrasplante lleva a la liberacion y activacion de una gran variedad de mediacdores de
lesidn e inflamacion. Estos elementos reaccionan con las células endoteliales para
promover la produccion vy liberacion de citocinas como IL-1p en mayores cantidades al
inicio y durante la inflamacion, regulando junto con el TNF-u ia expresion de otras
citocinas gue mas tarde llegan al sitic de la lesiéon. Como se observa en la grafica 1 los
niveles disminuyen a los 3 y 7 dias, por lo que podriamos decir, que la melatonina si

tuvo un efecto benéfico, aunque no inmediato.

TNF-o

Esta bien demostrado que el trasplante de islotes se caracteriza por la liberacion en fa
circulacion sistémica de mediadores inflamatorios talfes como TNF-o, iL-15 y ON,
ademéas del dafo funcional de las células endoteliaies en el higado. Por io tanto, es
probable que los altos niveles de TNF-a observados a los 80 min del grupo contro
comparado con su basal (P= 0.008) y a los 120 min del grupo Tx-Mel comparado con el
grupo Sham (P<0.001), estén relacionados con una respuesta inflamatoria nio
especifica desencadenada por la propia intervencién quirdrgica.

Nuevamente, como se observa en la grafica nimero 3 las concentraciones de TNF-u
disminuyeron a los tres dias después del trasplante en el grupo Tx-Mel. aunque sin
significancia estadistica. A pesar de gue no se contd con los datos a! séptimo dia se
hubiera esperado que los niveles de TNF-¢ continuaran disminuyendo. Estos resultados
coinciden con los de otros autores que indican gue la melatonina fue capaz de disminuir

ta secrecién de TNF-a pero no de IL-1B, sugiriendo que estas citocinas a pesar de tener
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efectos simiiares, tienen diferentes vias de activacion, lo cual pudiera justificar ics slios
niveles encontrados de esta citocina.®®

La presencia de sustancias bioldgicas y quimicas que son necesarias en ia separacién
y el aislamiento de islotes también podrian despertar la respuesta inmune y asi provaer
al menos una explicacion parcial del fendmeng observado.

Por otre lado. en el grupo control el comportamiento fue el esperado, los niveles de
TNF-u se elevaron a los 60 min, y luego disminuyeron. Ya es conocido que ei pico
maximo de TNF-u se observa aproximadamente a los 60 min.”* A partir del tercer dia
postrasplante (gréfica 3} los niveles nuevamente comenzaron a aumentar, estc puede
ser explicado como inicio de rechazo. Varios estudios sobre el trasplante de islotes via
intraportal, sugieren que las interacciones dinamicas entre los islotes trasplantados y el
microambiente, son condicidn necesaria para la liberacion de mediadores inflamaiorics

especificos y no especificos como parte del rechazo.

Nitritos

Varias lineas de investigacion en roedores y seres humanos han indicado gque el estiés
oxidative juega un papel muy importante en la activacidén de la muerte de los isiotes v
del tejidc que tos rodea, por lo que debido a su potente actividad antioxidante
pensamos que la meiatonina resultara una excelente opcidn para evitar la disfuncién y
pérdida de ios injertos {frasplantados.

De acuerdo con varias publicaciones el proceso de aislamiento de ios islotes activa la
cascada de eventos estresantes, que contribuyen a la activacion de la apoptosis y
necrosis en las células asi como a la produccidn de moléculas proinflamaiorias que
influyen de manera negativa en la funcion de los islotes y que pueden tener un efecto
periudicial después del trasplante ¥

Conforme a diversos estudios, una de las principales vias responsables de las
respuesias celulares al estrés que ocurren en las células pancredticas durante el
proceso de aislamiento y después del trasplante es la activacién del NF-xB, gue ileva 2
la activacion y liberacién de citocinas y quimiccinas proinflamatorias. La activacidn del
NF-xB también contribuye a la disfuncidn de los islotes, debido a la amplificacion de la

cascada de estrés oxidativo. Este efecto puede explicar el aumento de ios niveles
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plasmaticos de nitritos en los grupos controi y Tx-Mel que presentaron una elevacidn
significativa a los 120 min después del trasplante comparados con el Sham (P= 0.008 y
P= 0.003 respectivamente).®

De acuerdo con varias publicaciones se ha demostrado que la melatonina inhibe
eficientemente la union del NF-xB al DNA® Otros reportes también han demostrade
que el bloqueo del NF-xB protege a las células B del efecto de la IL-1p que induce la
produccion de ON.5®

El grupo Tx-Mel mostro diferencia significativa a los 120 min pestrasplante comparado
con su basal (P= 0.021).

Aungue los grupos control y Tx-Me! presentaron comportamientos similares (grafica 4).
se observd un decremento no significativo a fos 3 dias en el grupo Tx-Mei, y al igual que

el TNF-u se esperarfa que continuara disminuyendo.

En resumen, el comportamiento de los niveles de IL-1B, TNF-a y ON fue muy similar en
los grupos Tx-Met y la tendencia es que a los siete dias después dei trasplante los
niveles de estas moléculas disminuyeron en este grupo. Por lo que concluimos que el
periodo de tiempo para este experimento deberia incrementarse para asi tener un mejor
panorama del efecto de melatonina sobre estos mediadores solubles.

En cuanto a la sobrevida del injerto, de acuerdo con los resultados obienidos en
experimentos previos dedujimos que es muy probable gue los islotes trasplantadoes
hayan llegado al higado y desempefiaran su funcion. En un estudic previamante
realizado en el cual no se utilizd meiatonina, los resultados mostraron Gue en =Y
trasplante de isiotes aplicados en la circulacion intraportal. a funcionalidad y viabilidad
fue mejor. Los resultados de los niveles séricos de glucosa, insulina, péptido C y de
inmunohistoquimica apoyaron este hecho. Por esta razon no se contemplé obligatorio
tener los datos de histopatologia para esta tesis, es decir, se dié por hecho que los
islotes llegaron al higada y funcionaron. Por lo tanto, los resultados de este trabajo se

discutieron en torno a la respuesta inflamatoria € inmune™.
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En general la melatonina mostrd el efecto esperado en las diferentes variables medidas,
y entonces siendo los tres metabolitos medidos participantes de la respuesta
inflamatoria se pudiera decir que la melatonina fue capaz de controlar esta respuesta.
Sin embargo, no se puede afirmar que la melatonina actud sobre la respuesta inmune
ya que no se tuvieron datos de la IL-2 y siete dias es un periodo insuficiente para saber
si realmente la melatonina es capaz de suprimir la respuesta inmune. Los resuitados
sefialan la conveniencia de continuar la investigacion a mayor tiempo y considerando
ofras variables representantes de la respuesta inmune (como IL-2} y del funcionamiento
dei injerto en un modelo de diabetes {niveles de glucosa e insulina).

Se ha propuesto que el sindrome de isquemia/reperfusion puede directamente
potenciar la activacién de las células endoteliales sinusoidales, contribuyendo también a
la iniciacion de la respuesta inflamatoria no especifica; el fendmeno de
isquemia/reperfusion también ocurre en el sitio del trasplante seguide de la
embolizacion de los islotes en los capilares presinusoidales'.B‘S

La manipulacién de la activacion inmune no especifica puede facilitar el alcinjerto de
islotes intrahepaticos y la proteccion de los islotes a través de la inhibicion de ia
produccion de TNF-a, IL-1p y ON por medio de fa accion de la melatonina scbre estas

tres moléculas.
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CONCLUSION

La produccion de TNF-¢, IL-1p v ON contribuyen a la compleja red de eventcs que

finalmente llevan a la pérdida temprana del injerto.

La melatonina exdgena disminuye fas concentraciones séricas del factor de necrosis

tumorai-a (TNF-¢}, interleucina-1 (IL-1p) y del &xido nitrico (ON).

Aungque se observd una tendencia a la disminucion de las citocinas IL-1p y TNF-a. asi
como del ON, los resultados de este trabajo no reflejan el efecto de la melatonina en e!
rechazo agudo. Por lo que es necesario realizar mas pruebas que complemenian estos

resuados.
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