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ATP: Adenosin trifosfato.
BDD: Donaciéon en muerte cerebral (Del inglés: brain-dead donation).
CAT: Catalasa.

CNHBD: Donacion en parada cardiaca controlada (Del inglés: controlled non-heart-
beating donation).

CO: Monoxido de carbono.

CV: Coeficiente de variacion.

DA: Donacion en asistolia.

DCP: Donacién a corazédn parado.

DE: Desviacion estandar.

DM: Diabetes mellitus.

DM1: Diabetes mellitus tipo 1.

DM2: Diabetes mellitus tipo 2.

ECV: Enfermedad cardiovascular.

EEM: Error estandar de la media.

EGL: Glicocalix endotelial (Del inglés: endothelial glycocalyx layer).

GAG: Glicosaminoglicano (Del inglés: glycosaminoglycan).

GM-CSF: Factor estimulante de colonias granulocitico/monociticas (Del inglés:
granulocyte macrophage colony-stimulating factor).

GODT: Observatorio Global de Donacién y Trasplante (Del inglés: Global Observatory on
Donation and Transplantation).

GPx: Glutation peroxidasa (Del inglés: glutathion peroxidase).

GR: Glutation reductasa (Del inglés: glutathion reductase).

HCSC: Hospital Clinico San Carlos.

HO: Hemoxigenasa (Del inglés: heme oxigenase).

HO-1: HO inducible.

HO-2: HO constitutiva.

H,0,: Peroxido de hidrégeno.

HS: Heparan sulfato (Del inglés: heparan sulphate).

HSPG: Proteoglicanos portadores de HS (Del inglés: heparan sulphate proteoglycans).
ICAM: Molécula de adhesion intercelular (Del inglés: intercellular adhesion molecule).
IF: Interferon.

IL: Interleuquina.

IL-1R: Receptor de IL-1 (Del inglés: IL-1 receptor).

IRAK1: Proteina quinasa asociada al receptor (Del inglés: receptor-associated kinase 1).
I/R: Isquemia-Reperfusion.

LPS: Lipopolisacarido bacteriano.

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitégenos (Del inglés: mitogen-activated protein
kinases).

MCE: Masaje cardiaco externo.



14 Abreviaturas y Acrénimos.

miRNA: microRNA.

ME: Muerte encefalica.

mRNA: RNA mensajero.

NF-«B: Factor nuclear «B (Del inglés: nuclear factor B).

NHBD: Donacion en parada cardiaca (Del inglés: non-heart-beating donation).
NO: Oxido nitrico (En inglés: nitric oxide).

NOS: Oxido nitrico sintasa (Del inglés: nitric oxide synthase).

eNOS: NOS endotelial o constitutiva.

iNOS: NOS inducible.

OONO: Peroxinitrito.

02.": Radical superoxido.

.OH: Radical hidroxilo.

8-OHG: 8-hidroxiguanina (Del inglés: 8-hydroxyguanine).

ONT: Organizacion Nacional de Trasplantes.

PAF: Factor activador de las plaquetas (Del inglés: platelet-activating factor).
PTA: Trasplante de pancreas aislado (Del inglés: pancreas transplantation alone).

Pdcd4: Proteina proinflamatoria supresora de tumores 4 (Del inglés: pro-inflammatory
protein programmed cell death 4).

pre-miRNA: miRNA precursor (Del inglés: precursor miRNA).

qRT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa tras transcriptasa inversa, cuantitativa o en
tiempo real (Del inglés: quantitative real time - polymerase chain reaction).

RCP: Reanimacion cardiopulmonar.
RII: Respuesta inflamatoria inespecifica.
ROS: Especies reactivas de oxigeno (Del inglés: reactive oxygen species).

SIRS: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (Del inglés: systemic inflammatory
response syndrome).

SOCSI1: Del inglés: suppressor of cytokine signaling 1.

SOD: Super-6xido dismutasa.

SRE: Sistema reticulo-endotelial.

STAT: Del inglés: signal transducer and activator of transcription.
SYNDI1: Sindecan-1 (Del inglés: syndecan-1).

TIP: Trasplante de islotes pancreaticos.

TLR: Receptor tipo Toll (Del inglés: Toll-like receptor).

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a (Del inglés: tumor necrosis factor o).
TNFR: Receptor transmembrana para TNF (Del inglés: TNF receptor).
TRAF6: Factor 6 asociado a TNFR (Del inglés: TNF receptor-associated factor 6).
UCIT: Unidad de cuidados intensivos.

UNHBD: Donacioén en parada cardiaca no controlada (Del inglés: uncontrolled non-heart-
beating donation).

VM: Ventilacidon mecanica.
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RESUMEN.

Introduccion.

La diabetes mellitus tiene importantes implicaciones a nivel médico y socio-
econdmico. Las limitaciones en su tratamiento impulsan el desarrollo de terapias orientadas

a la curacion de la misma.

El trasplante de pancreas, tanto completo como de islotes, representa una alternativa
al abordaje con insulina. Sin embargo, la escasa disponibilidad de 6rganos susceptibles de
donacién en muerte encefilica (brain-dead donation; BDD) limita su aplicabilidad. Asi, la
donacién en parada cardiaca no controlada (uncontrolled non-heart-beating donation;
UNHBD) se ha postulado como una alternativa valida. No obstante, poco se conoce sobre
el estado tisular real de los 6rganos asi obtenidos. La UNHBD se realiza bajo condiciones
desfavorables e implica una exposicion de los injertos a estimulos dafiinos desencadenantes
de respuestas inflamatorias, estrés oxidativo y fendmenos de apoptosis. Esto explicaria las

tasas mayores de disfuncion primaria del injerto tradicionalmente observadas en la UNHBD.

Hipatesis.

Existen diferencias en la expresion de los marcadores biomoleculares del estado
tisular en los pancreas humanos obtenidos de la UNHBD, en comparacion con los obtenidos
de la BDD, considerada de referencia. La investigacion acerca de tales diferencias avalaria

la viabilidad de los pancreas de la UNHBD, y en consecuencia su utilizacion a nivel clinico.
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Objetivos.

Objetivo general. Evaluar a nivel biomolecular la viabilidad de los pancreas

humanos obtenidos de la UNHBD frente a los obtenidos de la BDD.

Objetivos especificos. Evaluar la expresion diferencial en las biopsias de pancreas
obtenidos de UNHBD y BDD, de: mediadores inflamatorios, marcadores de estrés oxidativo,

marcadores de apoptosis, perfiles de miRNAs, y componentes del glicocélix.

Material y Métodos.

Se reclutaron 56 pacientes, 48 UNHBDs y 18 BDDs, del Hospital Clinico San Carlos.
Las biopsias de tejido pancreético fueron analizadas en el Dpto. de Bioquimica y Biologia

Molecular III de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid.

Analisis bioquimico. Se determind la expresion de mRNA (de IL-1p3, TNF-a, IL-6,
IL-10, eNOS, iNOS, HO-1, HO-2, Bax y Bcl-2) y de miRNAs (miR 16, miR 21, miR 103,
miR 107, miR 126, miR 142-5p, miR 145, miR 146, miR 152, miR 155, miR 182, miR 92,
miR 223 y Let-7) mediante qRT-PCR. La expresion de proteinas (de IL-18, TNF-a, eNOS,
iNOS, HO-1, HO-2, SYNDI y HS) se determin6é mediante Western Blotting. La actividad
de enzimas antioxidantes (CAT, GR, GPx) se determind mediante kits comerciales

especificos; y los niveles de 8-OHG, mediante ELISA.

Analisis estadistico. Para identificar diferencias entre ambos grupos de donantes, se
empleo el test U de Mann-Whitney. Se consider6 significativo un intervalo de confianza del

95%. Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (EEM).
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Resultados.

Los UNHBDs mostraron una expresion similar (IL-10) o menor (IL-1B, TNF-a e IL-
6) de mediadores de la inflamacion. La expresion de marcadores de estrés oxidativo y de
apoptosis fue semejante en ambos tipos de donantes (CAT, GR y GPx; Bax y Bcl-2), o
incluso menor en los UNHBDs (8-OHG). Se observaron diferencias en la expresion de
mRNA y de proteinas de las isoformas enzimaticas de NOS y de HO. Se objetivd un
descenso de algunos miRNAs (miR 103, miR 126 y miR 152) y un incremento de otros (Let-
7, miR 16, miR 145, miR 182 y miR 192) en los UNHBDs, y una expresion similar de otros
(miR 21, miR 107, miR 142-5p, miR 146, miR 155 y miR223) en ambos tipos de donantes.

Aunque la expresion de HS fue semejante, la de SYND1 fue mayor en los UNHBDs.

Conclusiones.

Estos resultados sugieren que el dafo pancreatico generado durante la UNHBD es
asumible. Aunque serian necesarios estudios adicionales para esclarecer sus consecuencias
clinicas, estos hallazgos refuerzan el papel de los UNHBDs como alternativa para aumentar

el nimero de donantes.
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SUMMARY.

Introduction.

Diabetes mellitus has vast medical and socio-economical implications. Its
treatment’s limitations prompt the development of new possible therapies oriented towards

1ts cure.

Both whole-organ and islet pancreatic transplant represent an alternative besides
management with insulin. However, its applicability is limited by the scarcity of available
organs for brain-dead donation (BDD). Therefore, uncontrolled non-heart-beating donnation
(UNHBD) could represent a major opportunity to solve organs’ shortage. Even so, little is
known about the status of pancreas obtained from this type of donors. UNHBD is performed
under unfavorable conditions and involves exposure to harmful stimuli that trigger
inflammatory responses, oxidative stress, and apoptotic phenomena. This adverse scenario
could explain the higher rates of graft dysfunction, due to primary non-function, traditionally

observed in NHBD.

Hypothesis.

The expression of tissue status biomolecular markers in human pancreata obtained
from UNHBD can be different if compared to those from BDD, considered as the gold
standard. Basic research on these differences would endorse UNHBD pancreata’s viability,
and accordingly, it would open the possibility to take them into consideration for clinical

use.
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Objectives.

General objective. To evaluate the biomolecular viability of human pancreata

obtained from UNHBDs, compared to those from BDDs.

Specific objectives. To assess the differential expression in pancreas’ biopsies
obtained from UNHBDs and BDDs, of: inflammatory mediators, oxidative stress markers,

apoptosis markers, miRNAs profiles and glycocalyx components.

Material y Methods.

Fifty-six patients were recruited, 48 UNHBDs and 18 BDDs, from Clinico San
Carlos Hospital. Pancreatic tissue biopsies were analyzed at the Department of Biochemistry

and Molecular Biology III, Faculty of Medicine, Universidad Complutense de Madrid.

Biochemical analysis. Expressions of mRNAs (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10, eNOS,
iNOS, HO-1, HO-2, Bax y Bcl-2) and miRNAs (miR 16, miR 21, miR 103, miR 107, miR
126, miR 142-5p, miR 145, miR 146, miR 152, miR 155, miR 182, miR 92, miR 223 y Let-
7) were determined by qRT-PCR. Proteins expression (IL-18, TNF-a, eNOS, iNOS, HO-1,
HO-2, SYND1 y HS) was determined using Western Blotting. Antioxidant enzymes
activities (CAT, GR, GPx) was determined using specific commercial kits; and 8-OHG

levels, using ELISA.

Statistical analysis. Mann-Whitney U test was performed to identify differences
between both groups of donors. A confidence interval of 95% was considered significant.

Results were expressed as mean + standard error of mean (SEM).
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Results.

UNHBDs showed similar (IL-10) or lower (IL-1B, TNF-a and IL-6) expression of
inflammation mediators. Expression of oxidative stress and apoptosis markers was similar
in both types of donors (CAT, GR y GPx; Bax and Bcl-2), or even lower in UNHBDs (8-
OHGQG). Significant differences were observed in both mRNA and protein expression of NOS
and HO enzymatic isoforms. Some miRNAs showed a decrease (miR 103, miR 126 and miR
152) while others showed an increase (Let-7, miR 16, miR 145, miR 182 and miR 192) in
UNHBDs. Others showed a similar expression (miR 21, miR 107, miR 142-5p, miR 146,
miR 155 and miR223) in both types of donors. Although HS expression was comparable,

higher SYND1 was observed in UNHBDs.

Conclusions.

These results suggest that the pancreas damage generated during the UNHBD is
assumable. Although additional studies would be necessary to clarify their clinical
consequences, these findings reinforce UNHBDs’ role as an alternative to increase the donor

pool.
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Diabetes mellitus.

Definicion y antecedentes historicos.

La diabetes mellitus (DM) se define como el conjunto de trastornos metabolicos
cronicos de diversa etiologia que tienen como nexo comun la hiperglucemia crénica que
resulta de defectos en la sintesis o la secrecion de insulina por las células B del pancreas y/o
defectos en la accion de la insulina sobre los tejidos diana (en esencia, el higado, el tejido
adiposo y el musculo esquelético). Frecuentemente coexisten en un mismo paciente defectos
a ambos niveles; no siendo evidente por lo comiin qué anormalidad, si aislada, es la causa
primaria de la hiperglucemia. Asi, en el desarrollo de la DM intervienen multiples procesos
patogénicos en uno o mas puntos de las complejas vias de accion de la hormona, que generan

alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, los lipidos y las proteinas.

Conocida desde hace mas de 4500 anos, se acepta que la primera referencia escrita
de esta entidad corresponde al papiro de Ebers (1550 a.C., Nuevo Imperio Egipcio). En los
textos de Areteo de Capadocia (siglo I d.C.) se encuentra la primera constatacion del término
“diabetes”; del griego “sifon”, en el sentido etimoldgico de “transito, paso”, aludiendo a la
excesiva emision de orina. Mdas de quince siglos después, Thomas Willis (1674) describio
por primera vez en Occidente el caracter dulce de la orina de los pacientes con diabetes e
introdujo el término “mellitus” del latin, que significa “miel” (1). Sin embargo, no fue hasta
1788, que Thomas Cawley vinculd por primera vez el pancreas con la diabetes.
Posteriormente, en 1900, Eugene Opie establecié la asociacion entre esta entidad y la
destruccion de los islotes pancreédticos descubiertos por Paul Langerhans (1869). Esta

observacion estimuld el estudio de los efectos derivados de la administracion de “extractos
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pancredticos”, finalmente denominados por Edward Albert Sharpey-Schafer (1910)
“insulina”, del latin “insula” (2). El aislamiento de la insulina en 1921 por Frederick Banting
y Charles Best, y su posterior empleo en la clinica representaron la primera gran revolucion
en el manejo de la diabetes, que hasta entonces se habia mantenido como una enfermedad
de prondstico infausto y practicamente nulas opciones terapéuticas. Este hito precedié en
varias décadas al descubrimiento por Marcel Janbon (1942) del primer fArmaco oral para la

terapia de la diabetes, una sulfonilurea.

Clasificacion etiologica y complicaciones cronicas.

La mayoria de los casos de diabetes se encuadran en dos grandes categorias
etiopatogénicas. La asignacion de un tipo de diabetes a nivel individual frecuentemente
depende de las circunstancias presentes en el momento del diagnostico, y muchos individuos
no se encuadran perfectamente en una categoria especifica. Asi, para el clinico y para el
paciente, es menos importante etiquetar el tipo particular de diabetes, que entender la

patogénesis de la hiperglucemia y tratarla de manera efectiva.

En la diabetes tipo 1 (DM1), que representa el 5-10% de los casos de DM, existe
una destruccion de células B que conduce a un déficit absoluto de insulina, precisando
insulinoterapia para la supervivencia. De manera alternativa, estos individuos pueden optar
al trasplante pancreético o de islotes. Los individuos con riesgo incrementado de desarrollar
este tipo de DM pueden a menudo identificarse mediante evidencia serologica de
autoinmunidad contra los islotes pancreaticos y mediante marcadores genéticos,
distinguiéndose dos subcategorias. En la DM1A o autoinmune estan implicadas la

inmunidad celular, mediada por linfocitos T y macrofagos, y humoral, a través de diferentes
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anticuerpos: autoanticuerpos frente a las células de los islotes (islet-cell antibodies; ICA),
anti-insulina (anti-insulin antibodies; AAI), anti-GAD (frente a la decarboxilasa del acido
glutdmico) y anti-IA2 (frente a la tirosin-fosfatasa de los islotes). Existe una fuerte
asociacion a los alelos HLA-DQ y DR, que puede ser predisponente o protectora. La
destruccion autoinmune de células B tiene, por tanto, multiples predisposiciones genéticas
(en el cromosoma 6 reside el 50% de la susceptibilidad para la enfermedad, que muestra
clara agregacion familiar), si bien también se ha relacionado con factores epigenéticos poco
definidos aun. Asi, parece que estimulos ambientales (infecciones virales, componentes de
la dieta...) podrian activar la autoinmunidad de un huésped genéticamente susceptible. En
una segunda subcategoria, la DM1B o idiopatica, se engloban una minoria de formas de
DM1 sin etiologia conocida. Esta otra forma de DM presenta una fuerte herencia, sin
evidencia de autoinmunidad ni asociacion HLA, siendo mds frecuente en pacientes de origen

africano y asiatico (3).

La categoria de mayor prevalencia, la diabetes tipo 2 (DM2), supone el 90-95% de
las formas de DM. Combina en grado variable una resistencia a la accion de la insulina sobre
los tejidos periféricos y una inadecuada secrecion insulinica compensatoria, especialmente
como respuesta al estimulo de la glucosa. Por tanto, este tipo de DM incluye a los individuos
que presentan una pérdida de la sensibilidad a la insulina y un déficit generalmente relativo
(més que absoluto) de insulina, si bien sigue existiendo controversia sobre cudl de estas
alteraciones representa el defecto primario de la DM2. Estos individuos pueden no precisar
insulinoterapia para su supervivencia, sobre todo al inicio del proceso. Se cree que la DM2
tiene una predisposicion genética, sobre la cual la exposicion a una serie de influencias
ambientales precipita el inicio de la enfermedad clinica. Su herencia es poligénica, si bien

presenta mayor influencia genética que la DM1. Los genes que determinan el riesgo de DM2
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mas estudiados son calpaina-10, Kir6.2 y PPARy2. Desde el punto de vista fisiopatologico,
la DM2 se ve precipitada ante la imposibilidad de la célula B de adaptarse a las reducciones
de la sensibilidad a la insulina que se producen a lo largo de la vida. Los factores mas
frecuentes que imponen un aumento de la carga secretora a la célula B son la pubertad, la
gestacion, y un estilo de vida sedentario asociado o no a un consumo caldrico excesivo, que

conducen al aumento de peso (3).

Por tultimo, se distinguen otros tipos especificos de diabetes, menos prevalentes, y

la diabetes gestacional (DMG).

El grado de hiperglucemia puede cambiar con el tiempo, reflejando la gravedad del
proceso metabodlico subyacente, mas que la etiologia especifica de éste. De este modo, la
hiperglucemia crénica de los pacientes con DM sin un manejo adecuado, incluso en ausencia
de sintomas, se asocia con dafio y disfuncion de diferentes 6rganos. Las complicaciones a
largo plazo de la DM incluyen: la retinopatia, con pérdida potencial de la vision; la
nefropatia, que conduce a fracaso renal; la neuropatia periférica, con riesgo de tlceras en los
pies, amputaciones y articulaciones de Charcot; y la neuropatia autondémica, causando
sintomas gastrointestinales, genitourinarios, cardiovasculares y disfuncion sexual. Ademas,
la DM se asocia a una incidencia incrementada de enfermedad cardiovascular (ECV), arterial
periférica y cerebrovascular ateroscleroticas; tanto por si misma como por su asociacion a la
hipertension y a anomalias del metabolismo lipoproteico. Estas potenciales complicaciones
suponen una disminucion de la calidad de vida de los pacientes con DM, e incluso una

reduccion de su esperanza de vida.
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Impacto socio-sanitario.

La DM ejerce un considerable impacto sobre la salud publica, debido esencialmente
a su elevada prevalencia y a sus frecuentes complicaciones asociadas. Es una de las
enfermedades cronicas mas prevalentes en todo el mundo y constituye una de las principales
causas de morbimortalidad en nuestra sociedad. Asi, las complicaciones cronicas asociadas
a la DM constituyen una de las principales causas de minusvalia y mortalidad prematura en
la mayoria de los paises desarrollados. En definitiva, la DM representa una de las principales

partidas presupuestarias de los Sistemas de Salud.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) vaticina una progresion en la
prevalencia de la enfermedad, hasta alcanzar proporciones epidémicas. Se ha estimado,
sobre la poblacion adulta mundial, una prevalencia de DM del 6,4% (afectando a 285
millones de adultos) en 2010, con un incremento al 7,7% (439 millones de adultos) en 2030.
Este incremento sera del 69% en paises en desarrollo y del 20% en paises desarrollados (4).
El aumento de DM2 es desproporcionadamente mayor en las poblaciones de origen no
europeo, especialmente de paises menos desarrollados o con reciente crecimiento
econdmico. Igualmente, si bien en menor proporcion, estd aumentando la incidencia de
DMI1A en paises de todo el mundo, especialmente a edades mas precoces. Para la poblacion
de EEUU se ha estimado un incremento de la prevalencia de DM del 165%, desde los 11
millones en el 2000 (4% de prevalencia) hasta los 29 millones en el 2050 (7,2% de
prevalencia). Este aumento porcentual serd mayor en los individuos de 75 afios o mas (271%
en mujeres y 437% en varones). Del incremento estimado de 18 millones de casos
adicionales de DM para 2050, se ha calculado que el 37% sera secundario a cambios en la
composicion demografica, el 27% se debera al crecimiento de la poblacion, y el 36% a

cambios en las tasas de prevalencia (5). En Europa, la prevalencia de DM varia entre estudios
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por multiples razones, que incluyen diferencias en las metodologias empleadas. Las
estimaciones de prevalencia en Espafa oscilan entre el 4,8% y el 18,7% para la DM2, y entre
el 0,08% y el 0,2% para la DM1. En cuanto a la incidencia anual, se estima entre 146 y 820
casos nuevos por 100.000 habitantes para la DM2, y entre 10 y 17 por 100.000 habitantes
para la DM1 (6). Cabe destacar los resultados del estudio di@bet.es, que sitan la
prevalencia total de DM ajustada por edad y sexo en el 13,8%. De éstos, casi la mitad (6%)
desconocian padecer la enfermedad. Ademas, la prevalencia de DM era mayor con la edad

y en el sexo masculino (7).

La DM se sithia entre la cuarta y la octava causa de mortalidad en paises
desarrollados. Asi, en Europa, las tasas de mortalidad oscilan entre 7,9 defunciones por
100.000 personas/afio en Grecia y 32,2 en Italia (6). En Espafia, dicha tasa es de
aproximadamente 20,2 defunciones por 100.000 personas/afio (8). Por otro lado, la DM es
una de las pocas causas que provoca mayor mortalidad en las mujeres que en los varones;
representa la tercera causa de muerte en mujeres y la séptima en varones (6). En cualquier
caso, la mortalidad incrementada en los pacientes adultos con DM es frecuentemente
secundaria a sus complicaciones. En este sentido, la causa mas frecuente de mortalidad de
los pacientes con DM es la ECV, presente en el 69,5% de los certificados de defuncién de

estos pacientes (9).

En el estudio dirigido por la Asociacion Americana de Diabetes, el coste total
estimado de la DM diagnosticada fue de 245.000 millones de do6lares en 2012, lo cual supuso
un incremento del 41% respecto a la estimacion de 2007 (174.000 millones de ddlares). Esta
cantidad incluye 176.000 millones de dolares en costes médicos directos y 69.000 millones
de dolares por productividad reducida. Para la mayoria de las categorias analizadas, la

atencion a los pacientes diagnosticados con DM supone més de uno de cada cinco dolares
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invertidos en atencion sanitaria en EEUU, y mas de la mitad de dicho gasto es directamente
atribuible a la DM (10). Este estudio no incluye los componentes adicionales que
contribuyen a la carga social asociada a la DM, como los dafios intangibles derivados del
dolor y el sufrimiento, la atencién proporcionada por cuidadores no remunerados, y el gasto
asociado a la DM no diagnosticada. En nuestro pais, el estudio SECCAID (Spain Estimated
Cost Ciberdem-Cabimer in Diabetes) ha indicado que los costes directos anuales de la DM

en Espafia representan 5.809 millones de euros (el 8,2% del gasto sanitario total) (11).

Hasta la fecha, el tratamiento disponible para la DM implica generalmente medidas
farmacologicas de por vida, ya que ninguno de estos farmacos ha conseguido la resolucion
permanente de esta alteracion metabodlica. A pesar del amplio arsenal desarrollado para el
tratamiento de la DM, no se dispone, por tanto, de terapias etioldgicas que curen
definitivamente la enfermedad. Como se coment6 previamente, el pilar del tratamiento de la
DM1 y de un porcentaje considerable de pacientes con DM2 sigue siendo la administracion
de multiples inyecciones diarias de insulina. En este sentido, ya hace casi 25 afios que el
Diabetes Control and Complication Trial demostr6é que la terapia intensiva con insulina es
efectiva en la prevencion del inicio y de la progresion de las complicaciones a largo plazo
de la DM, si bien con la contrapartida de incrementar sustancialmente el riesgo de
hipoglucemias graves (12). En definitiva, las limitaciones del tratamiento actual de la DM
hacen necesario desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que a largo plazo deben
orientarse a conseguir la curacion de la enfermedad, con el consecuente beneficio

socioeconomico.
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Trasplante de pancreas e islotes.

Hitos historicos y conceptos actuales del trasplante de organo solido.

El trasplante de organo solido representa uno de los avances terapéuticos mas
resefiables del ultimo siglo. Se ha convertido en una terapia consolidada que salva la vida o
mejora su calidad a miles de pacientes en todo el mundo. Asi, para el afio 2014, el
Observatorio Global de Donacion y Trasplante (Global Observatory on Donation and

Transplantation; GODT) estimé un total de 119.873 d6rganos trasplantados anualmente (13).

Los primeros alotrasplantes se realizaron con riflones provenientes de donantes
cadaveres, por el cirujano ucraniano Voronoy en 1936 (14). Debido a la escasa nocion acerca
de los efectos deletéreos de la isquemia caliente, asi como del rechazo por mediacion
inmunologica, los trasplantes renales efectuados en las siguientes décadas (donacion “en
asistolia”; DA) culminaban invariablemente en fallo del aloinjerto. En la década de 1950,
empezaron a emplearse rifilones de donantes vivos, en un intento de evitar un dafio isquémico
excesivo. Murray y Merrill publicaron en 1954 el primer caso exitoso de trasplante renal,
entre gemelos vivos univitelinos. A partir de 1960, tras el primer trasplante renal con
inmunosupresion meramente farmacologica (con ciclofosfamida y metotrexato) (15), se
realizaron importantes avances terapéuticos en relacion con la inmunologia del trasplante.
Por otro lado, en 1968 el Harvard Ad Hoc Committee definid el concepto de “muerte
encefalica” (ME) en base a criterios neurologicos (16). La aceptacion social del concepto y
la aplicacion legal de los criterios para el diagnostico de la ME hicieron que la donacion tras
el fallecimiento en estas circunstancias reemplazara casi totalmente a la DA. Asi, los

donantes “cadaveres con corazon latiente” pasaron a constituir la principal fuente de



I. Introduccion. 37

donacion de 6rganos. Sin embargo, la demanda creciente de 6rganos ha impulsado, a partir
de la década de 1990, distintos métodos para ampliar el pool de donantes de 6rganos. En

dicho contexto, se ha reavivado el interés por la donacion tras la “muerte cardiaca” (17, 18).

Actualmente, el diagnoéstico de muerte a efectos de la donacion se encuentra
regulado en Espaia por el Real Decreto 2070/1999, de 30 de diciembre, por el que se regulan
las actividades de obtencion y utilizacion clinica de organos humanos y la coordinacion
territorial en materia de donacion y trasplante de organos y tejidos (19). De acuerdo con la
legislacion espafiola, el fallecimiento puede diagnosticarse mediante la confirmacion del
cese irreversible de las funciones cardiorrespiratorias (muerte por parada cardiorrespiratoria)
o de las funciones encefalicas (ME). En lo que respecta a los criterios de diagndstico de
muerte por parada cardiorrespiratoria, la condicién de irreversibilidad exige respetar un
periodo de observacion sin maniobras de cardiocompresion (masaje cardiaco externo; MCE)
ni soporte ventilatorio (ventilacion mecéanica; VM) durante el cual se constate el cese de la

funcion cardiorrespiratoria, que en Espafia se encuentra estipulado en 5 minutos.

Se han empleado distintos términos en el mundo anglosajon para hacer referencia a
la “Donacion en Asistolia (DA)” o “Donacion a Corazén Parado (DCP)”; como “Donation
after Cardiac Death (DCD)”, “Donation after Circulatory Death”, “Donation after Cardio
Circulatory Death” o el més antiguo “Non Heart Beating Donation (NHBD)”. Actualmente
se reconoce como mas apropiado el término “Donation after the Circulatory Determination
of Death (DCDD)” (20); al considerar que el fallecimiento no viene determinado por la
pérdida irreversible de la funcion cardiaca, sino por la pérdida irreversible de la funcion
circulatoria (y respiratoria). Asi, podrian introducirse los términos “Donacion tras Muerte
Constatada por Criterios Circulatorios” o “Donacion tras Muerte Circulatoria” para hacer

referencia a este tipo de donacion, en contraposicion a la “Donacion tras Muerte Encefalica”
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(21). No obstante, todavia no se ha unificado la terminologia en el &mbito internacional. En
el presente documento se emplean los términos “Donacion en Parada Cardiaca (Non-Heart-
Beating Donation; NHBD)” y “Donacion en Muerte Cerebral (Brain-Dead Donation;

BDD)”, ampliamente integrados en la literatura, para hacer referencia a estos conceptos.

Los NHBDs han sido considerados tradicionalmente como “donantes marginales” y
se incluyen con frecuencia dentro del grupo de los “donantes con criterios expandidos”,
debido a la presencia de unos tiempos de isquemia prolongados que a priori pueden
condicionar la viabilidad de los 6rganos y por tanto los resultados postrasplante. Asi, en
comparacion con los drganos procedentes de la BDD, los 6rganos de la NHBD se asociaron
de inicio a una alta incidencia de funcion retardada o incluso de fallo primario del injerto,
asi como a una baja supervivencia de éste en relacion con complicaciones mas tardias pero
especificas. La falta de irrigacion de los o6rganos durante la parada cardiorrespiratoria
(isquemia caliente), la preservacion en frio de los 6rganos (isquemia fria) y la posterior
reoxigenacion de los mismos tras el trasplante (reperfusion) se consideran los principales
factores responsables de los malos resultados obtenidos inicialmente con estos trasplantes.
El progresivo conocimiento durante los Gltimos afios acerca de los mecanismos implicados
en la lesion por isquemia-reperfusion (I/R), ha permitido configurar protocolos que

desarrollan estrategias protectoras frente a los dafos que se producen en estos o6rganos (21).

El Primer Taller Internacional sobre NHBD (Maastricht, 1995) identific6 cuatro
categorias de NHBD, segtin las circunstancias en las que se produce el fallecimiento. Los
tipos 1 (muerte a la llegada) y 2 (resucitacion infructuosa) se han denominado conjuntamente
como “Donacién en Parada Cardiaca No Controlada (Uncontrolled Non-Heart-Beating
Donation; UNHBD)”. Los tipos 3 (a la espera de la parada cardiorrespiratoria) y 4 (parada

cardiorrespiratoria en ME) se han denominado igualmente como “Donacion en Parada
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Cardiaca Controlada (Controlled Non-Heart-Beating Donation; CNHBD)” (22). Si bien la

clasificacion de Maastricht sigue siendo ampliamente utilizada en el ambito internacional,

se ha considerado necesario adaptar dicha clasificacion a la experiencia espafiola. La

clasificacion de Maastricht modificada (Madrid 2011) se describe en la tabla 1 (21), junto

con las especificaciones propuestas previamente por Sanchez-Fructuoso et al. (23).

Tabla 1. Clasificacion de Maastricht modificada (Madrid 2011) de los NHBDs,
adaptada del Documento de Consenso Nacional 2012 de la ONT (21), con las
especificaciones de Sanchez-Fructuoso et al. (23).

Categoria Descripcion

1 Muerte a la llegada Muerte subita, traumatica o no, fuera del hospital, sin
inicio de RCP.

2 Resucitacion infructuosa  Parada cardiorrespiratoria con inicio de maniobras de
RCP que resultan no exitosas. Se diferencian dos
subcategorias:

% 2.a. Extrahospitalaria Parada en el ambito extrahospitalario, atendida por el
o servicio de emergencias extrahospitalario, que
% traslada al paciente con MCE y VM al hospital.

2.b. Intrahospitalaria Parada en el &mbito intrahospitalario, presenciada por
el personal sanitario, con inicio inmediato de
maniobras de RCP.

5 Resucitacion infructuosa  Parada cardiorrespiratoria inesperada en la UCI.

en UCI

3 A laesperade la parada  LTSV* tras acuerdo entre el equipo sanitario y con

a cardiorrespiratoria los familiares o representantes del paciente.

m

E 4 Parada cardiorrespiratoria Parada cardiorrespiratoria mientras se establece el

O en ME diagnédstico de ME o después de haberse establecido,
pero antes del traslado a quir6fano.

*Incluye la retirada de cualquier tipo de asistencia ventricular o circulatoria (como la ECMO)

CNHBD, donacion en parada cardiaca controlada (controlled non-heart-beating donation); ECMO,
oxigenacion con membrana extracorporea (extracorporeal membrane oxygenation); LTSV, limitacién del
tratamiento de soporte vital; MCE, masaje cardiaco externo; NHBD, donacién en parada cardiaca (non-heart-
beating donation); ONT, Organizacién Nacional de Trasplantes; RCP, reanimacién cardiopulmonar; UCI,
unidad de cuidados intensivos; UNHBD, donacién en parada cardiaca no controlada (uncontrolled non-heart-
beating donation); VM, ventilacién mecanica.
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La clasificacion de Maastricht modificada (Madrid, 2011) mantiene los dos
subgrupos relativos a la UNHBD (tipos 1 y 2) y la CNHBD (tipos 3 y 4), previamente
propuestos en la clasificacion de Maastricht. A continuacion, se describen los tipos de

NHBDs (21):

Dado su potencial de donacion de tejidos, se ha decidido mantener en la clasificacion
el tipo 1; a pesar de que actualmente las personas fallecidas tras parada cardiorrespiratoria
sin haber sido sometidas a maniobras de RCP no son consideradas como posibles donantes

de 6rganos por el dafio ocasionado por la isquemia.

La NHBD mayoritaria en Espana es la tipo 2, que se produce en personas fallecidas
tras considerarse infructuosas las maniobras de RCP aplicadas. Debido a que el tiempo de
parada y los tiempos hasta la perfusion de los o6rganos seran menores cuando la parada
cardiorrespiratoria acontece en el medio intrahospitalario, con el consiguiente menor estrés
isquémico para los drganos obtenidos; dentro del tipo 2 se han establecido dos subcategorias,
segun la parada cardiorrespiratoria haya ocurrido en el ambito extrahospitalario (2.a.) o
intrahospitalario (2.b.). Ademas, de todos los 6rganos procedentes de NHBDs, los de los
donantes sin patologias conocidas antes de sufrir la parada cardiorrespiratoria son los que
obtienen mejores resultados. Asi, se ha enfatizado la diferencia entre la parada
cardiorrespiratoria que ocurre en el ambito extrahospitalario o en el servicio de urgencias de
aquélla que ocurre en un paciente ingresado en el hospital, con patologia aguda asociada a
probables comorbilidades previas. Incluso, el grupo del Hospital Clinico San Carlos (HCSC)
ha propuesto la distincién de un tipo 5, al observar peores supervivencias en los injertos

renales procedentes de UNHBD fallecidos en una unidad de cuidados intensivos (UCI) (23).

En el donante tipo 3 el cese de la funcion circulatoria y respiratoria tiene lugar tras

la limitacion del tratamiento de soporte vital (LTSV), por considerarse dicho tratamiento
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fatil. La LTSV incluye la retirada de cualquier tipo de asistencia ventricular o circulatoria,
incluyendo la oxigenaciébn con membrana extracorporea (extracorporeal membrane

oxygenation; ECMO).

Por tltimo, el tipo 4 hace referencia a los pacientes que, en el proceso del diagndstico
de ME o tras realizarse éste, sufren una parada cardiorrespiratoria. Es probable que primero
se trate de restablecer la actividad cardiaca (maniobras de RCP) pero, cuando no se consigue,

puede optarse por activar el proceso de NHBD.

Donacion en parada cardiaca no controlada como alternativa.

Durante el afio 2015, se registrd en Espafia una tasa de donacion de drganos solidos
de 39,7 donantes por millon de poblacion, correspondiente a un total de 1851 donantes reales
(24). A pesar de esta importante actividad de donacion, existe una carencia relativa que
impide cubrir las crecientes listas de espera para trasplante de nuestra poblacion. Al igual
que en el resto del mundo, la actividad de trasplante en Espafia hasta el momento se
fundamenta mayoritariamente en la donacion de personas fallecidas en ME. En dicho
contexto, y a pesar del paulatino incremento en el numero de donantes de edad avanzada, se
estd produciendo en nuestro pais un descenso progresivo en el potencial de BDD. Este ultimo
es secundario a, por un lado, cambios epidemiologicos que determinan una menor
mortalidad relevante para la donacion (entendiendo como tal la mortalidad por accidentes
de trafico y por enfermedad cerebrovascular) y, por otro lado, modificaciones en el abordaje
del paciente neurocritico (25). De ahi la necesidad de desarrollar estrategias médicas que
incrementen la disponibilidad de 6rganos para trasplante, como la busqueda de fuentes

alternativas a la donacién de o6rganos de personas en ME, la optimizacion de los 6rganos
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obtenidos y la extension de los criterios de donacion. En concreto, la NHBD, en creciente
expansion en Espafia y en otros paises de nuestro entorno, se considera una alternativa no

solo valida sino complementaria para la donacién de 6rganos (26).

La NHBD se ha desarrollado a lo largo de los afios de manera diferente segun la
localizacion geografica considerada. Segun datos del GODT, se estim6 que en 2014 el 9,3%
de los donantes fallecidos en el mundo fueron NHBD (13). Sin embargo, el trasplante de
organos procedentes de este tipo de donantes se realiza en un numero limitado de paises,
predominando en la mayoria la donacién de la categoria 3 de Maastricht. En EEUU, la
NHBD, que en 2008 represent6 el 10,6% de toda la actividad de donacién (27), ha
aumentado progresivamente durante los ultimos afios. En Europa, unicamente 10 paises
habian desarrollado alguna actividad de NHBD hasta 2011; siendo ésta significativa en
Reino Unido, Holanda y Bélgica (principalmente CNHBD), y Espafa y Francia
(principalmente UNHBD) (28). En este sentido, Espana ha desarrollado un modelo pionero

de UNHBD que es reconocido como una referencia a nivel internacional.

De esta manera, la NHBD se ha afianzado durante los Gltimos afios en Espafia como
la via més clara de expansion del nimero de donantes. Este tipo de donacion represent6 en
2016 el 24,4% del total de donantes fallecidos; es decir, practicamente 1 de cada 4 donantes
lo fue en parada cardiaca (29). De éstos, el tipo predominante corresponde a la categoria 2
de Maastricht (25), gracias al desarrollo durante las ultimas décadas de multiples programas
de UNHBD en las distintas comunidades autdnomas espafiolas, cuyo marco legal especifico
es proporcionado por el Real Decreto 2070/1999 (19). En el ranking de actividad por
hospitales, el HCSC registr6é en 2016 la mayor actividad de NHBD (29). Fue precisamente
este hospital el primer centro espafiol que puso en marcha, en 1989, los protocolos de NHBD

(30).
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El HCSC, pionero y lider nacional a lo largo de los tltimos afios en la UNHBD,

desarroll6 para ello un programa especifico, denominado “codigo 9”. Este programa sigue

los pasos descritos a continuacion (31):

1.

Maniobras de RCP en el lugar de la parada cardiorrespiratoria, segiin los protocolos de

la European Resuscitation Council (ERC) y la American Heart Association (AHA). Tras

30 minutos de RCP infructuosa, el personal médico evalia la muerte por criterios

cardiorrespiratorios, y comprueba el cumplimiento de los criterios generales de

donacion (los mismos que se contemplan para la BDD) y de los criterios especificos de

seleccion del potencial UNHBD:

e Tiempo desde la parada cardiorrespiratoria hasta el inicio del soporte vital avanzado
(SVA) (tiempo de parada) menor de 10 minutos;

e Edad entre 7 y 55 afios (ampliable segun estudios de viabilidad y para la donacion
de tejidos);

e (Causa de muerte conocida (o sospechada);

e Ausencia de lesiones sangrantes en torax o abdomen;

e Aspecto externo sano, sin datos indicativos de factores de riesgo para SIDA;

e Tiempo de asistencia (incluyendo el traslado al hospital) menor de 90 minutos.

Aviso al Coordinador de Trasplantes del HCSC, que a su vez alerta al equipo de

trasplante completo.

Traslado del paciente al hospital por una UCI movil; con VM, MCE y perfusion de

liquidos.

Certificacion de la muerte por el intensivista de guardia. Obtencion de una radiografia

de torax y muestras de sangre para analitica, grupo sanguineo, Rh, y serologia.
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10.

Obtencion del permiso por parte del Juzgado de Guardia para iniciar las maniobras de
preservacion del cadaver.

Administracion de un bolo de heparina (500 UI/Kg).

Traslado del cadaver al quir6fano para la realizacion de un bypass arteriovenoso con
oxigenacion de membrana e hipotermia profunda. El tiempo desde la parada
cardiorrespiratoria hasta el establecimiento de las maniobras de preservacion debe ser
inferior a 120 minutos (tiempo de isquemia caliente).

Preservacion especifica para los pulmones (32).

Extraccion de los drganos, tras la obtencion del consentimiento familiar y el permiso
judicial. El tiempo desde la parada cardiorrespiratoria hasta el inicio de la extraccion
debe ser inferior a 240 minutos.

Tras finalizar la extraccion de 6rganos y tejidos, se seleccionan los receptores de injertos
de la lista de espera del HCSC o de otros hospitales a través de la Organizacion Nacional

de Trasplantes (ONT).

Las maniobras de preservacion incluyen la realizaciéon de una laparotomia con

canulacion de la aorta y de la cava inferior, y la perfusion posterior de una solucion de

conservacion. El propodsito de estas maniobras es alcanzar por enfriamiento bajas

temperaturas del organo, y asi evitar la progresion de los cambios celulares deletéreos

secundarios a la isquemia. En ausencia de circulacion, las células inician rapidamente un

metabolismo anaerobico, que requiere 19 veces mas glucosa como sustrato para generar

adenosin trifosfato (ATP) que el metabolismo aerébico. Se produce en consecuencia una

rapida deplecion de los almacenes intracelulares de energia y una acumulacion de

metabolitos toxicos y acido lactico. La hipoxia lesiona los canales de calcio, permitiendo

mayores concentraciones del cation en el citoplasma. Ademas, ante el progresivo fallo de
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las bombas i6nicas de membrana por la falta de ATP, la membrana celular se despolariza
segun el sodio entra y el potasio sale de la célula, con la subsiguiente degeneracion hidropica
de la misma. A 10 °C la tasa metabolica se reduce a la mitad de la correspondiente a la
normotermia, y a4 °C a <10%. Por otro lado, las soluciones de conservacion se han disefiado
para minimizar los efectos de la isquemia prolongada y de la reperfusion. Contienen un
tampon fisioldgico (de fosfato o citrato) que mantiene el pH ante la acumulacion de 4cido
lactico, y moléculas de gran tamafio (como manitol) que mantienen el potencial osmético
intravascular en ausencia de sangre, minimizando ademas el edema celular. La solucion de
Wisconsin, empleada en la donacion de pancreas entre otros, es ademads rica en potasio y
pobre en sodio, lo que minimiza la difusion de estos electrolitos. En cualquier caso, algunos
trabajos relativamente recientes sugieren la idoneidad de emplear soluciones con una

composicion mds afin al medio extracelular (14).

Los distintos 6rganos presentan una tolerancia diferente a los tiempos de isquemia
caliente y fria, en parte segun la naturaleza del 6rgano en si, y en parte segiin las demandas
del drgano tras el trasplante. En el caso del pancreas, se considera preferente el trasplante
antes de las 12 horas si procede de BDD, o antes de las 6 horas si es de NHBD (14). De
cualquier manera, se trata de un continuo, por lo que una de las prioridades es minimizar

estos tiempos en lo posible.

Evolucion y situacion actual del trasplante de pancreas e islotes.

Desde 1984, afio en el que se efectia el primer trasplante de pancreas en Espaiia, se
han practicado un total de 1632; practicamente todos ellos trasplantes de 6rgano sélido, ya

que el trasplante de islotes pancreaticos en nuestro pais se ha reducido a casos anecdoticos.
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En cuanto a los tltimos datos disponibles en relacion con la evolucion de la lista de espera
del trasplante de pancreas en Espafa, al inicio del 2015 se encontraban en lista de espera 111
pacientes. Durante ese afio se incluyeron 86 pacientes, lo cual supuso un total de 197
pacientes en lista durante el afio 2015. Se excluyeron de la lista 23 pacientes, se realizaron

97 trasplantes y fallecieron 5, quedando a final del afio 72 receptores en lista (33).

El trasplante de pancreas se desarroll6 inicialmente como alternativa al abordaje
de la DM con multiples inyecciones diarias de insulina. El objetivo de partida era la curacion
de la DM restaurando la masa de células B para alcanzar asi una reposicion fisiologica de
insulina. Como se coment6 previamente, la DM1 es debida a la destruccion autoinmune de
las células B, y la restauracion de esta masa 3 se ha planteado como objetivo terapéutico
desde hace afios. La demostracion de la reduccion de la masa  en los pacientes con DM2,
con disfuncion B celular e incapacidad de superar la demanda de insulina generada por la
situacion de resistencia insulinica, plantea que estos pacientes también sean candidatos a
recibir terapias que restauren su masa f§ con un objetivo curativo. El trasplante de pancreas
completo consigue mantener la normoglucemia de forma consistente, y a largo plazo en la
mayoria, y ha demostrado mejorar la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes con
DM (34-36). Sin embargo, la escasa disponibilidad de 6rganos susceptibles de trasplante y

la necesidad de inmunosupresion limitan de manera considerable su aplicabilidad.

El trasplante de pancreas es un tratamiento establecido para los pacientes con DM1
y nefropatia diabética en estadio de insuficiencia renal crénica terminal que reciben un
trasplante de riiién (37). El doble trasplante renopancreatico puede realizarse de forma
simultanea (simultaneous pancreas and kidney transplantation; SPK) o secuencial, con
trasplante del pancreas tras un periodo de recuperacion después del renal (pancreas after

kidney transplantation; PAK) (38). Por otro lado, el trasplante de pancreas aislado (pancreas
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transplantation alone; PTA) se plantea ante la inestabilidad metabdlica grave, con
hipoglucemias graves recurrentes por falta de percepciéon de las mismas, o ante las
complicaciones de la DM. Sin embargo, el posible beneficio obtenido del PTA es mucho

mas controvertido (39), y en consecuencia aun no tiene unas indicaciones bien establecidas.

Por su parte, el trasplante de islotes pancreaticos (TIP) es particularmente atractivo
como tratamiento definitivo de la DM. Frente al trasplante de 6rgano sélido (pancreas), tiene
la ventaja de ser una técnica minimamente invasiva con escasa morbilidad y practicamente

nula mortalidad, y en consecuencia un coste econémico previsiblemente menor.

La era moderna en la historia del TIP comenzo con la descripcion, por Paul Lacy en
1967, de un método reproducible para el aislamiento de islotes mediante la digestion del
pancreas con colagenasa (40). Pese a los multiples avances técnicos desarrollados en las
siguientes décadas, a finales del siglo XX, los resultados en cuanto al mantenimiento de una
funcioén B residual del injerto (definida por unos niveles de péptido C detectables) de manera
sostenida eran muy desalentadores (41). Finalmente, la publicacién en el afio 2000 de la serie
del grupo de Edmonton, que consiguid la independencia sostenida de insulina exdgena en el
100% de 7 pacientes trasplantados (42), supondria el paso definitivo hacia la consideracion
del TIP como una alternativa valida en el tratamiento de la DM. Los cambios mas relevantes
introducidos en el protocolo de Edmonton, que condicionaron la mejoria de los resultados,
fueron la modificacion del régimen de inmunosupresion, en el que se prescindid de los
glucocorticoides y se incluy6 sirolimus (rapamicina), bajas dosis de tacrolimus (FK-506) y
daclizumab (un anticuerpo monoclonal frente al receptor de la interleuquina 2); y el
trasplante de una masa 3 superior a la empleada previamente, con una media de mas de 4.000
equivalentes de islotes por Kg de peso y multiples infusiones de islotes procedentes de

diferentes donantes (43).
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El aislamiento de los islotes es un procedimiento notablemente mas complejo que la
obtencion del 6rgano solido para el trasplante vascularizado de pancreas. La técnica
quirurgica empleada en la extraccion del pancreas y la perfusion in situ es la misma en ambos
casos. El objetivo es mantener la integridad del 6rgano y su cépsula, y lograr una perfusion
e hipotermia adecuadas. Tras la extraccion, el organo es transportado en frio desde el
quiréfano al laboratorio. La conservacion del pancreas se lleva a cabo por el “método de
doble capa”, que consiste en alojar el pancreas extraido sobre un lecho de perfluorocarbono,
con alta saturacion de oxigeno, y una capa superior con solucion de Wisconsin. La
conservacion con doble capa proporciona concentraciones de pO2 y de ATP en el tejido
pancredtico significativamente mayores que con la soluciéon de Wisconsin aislada (44, 45).
En el laboratorio, primero se limpia el 6rgano, eliminando los restos de otros tejidos; y se
inyecta una solucién con enzimas (colagenasa/liberasa) a través del ducto pancreético. A
continuacion, el pancreas se coloca en la cdmara de Ricordi conectada a un circuito cerrado.
Asi, la combinacion de la accion enzimatica y la agitacion suave de la camara digiere el
pancreas hasta la separacion de los islotes del pancreas exocrino. La preparacion obtenida
es purificada mediante gradientes de densidad; y posteriormente, la preparacion de islotes es
trasplantada o mantenida durante 1-3 dias en cultivo (43). El trasplante de los islotes se

realiza mediante embolizacién al higado tras su infusion en la vena porta (41).

Durante los primeros dias tras el trasplante se produce una significativa pérdida
inicial de islotes, de origen multifactorial, en parte secundaria a las lesiones derivadas de la
agresion que supone el proceso de aislamiento y el del propio trasplante (46). Asi, tras la
infusion intraportal de los islotes, el contacto con las células sanguineas da lugar a una
destruccion de los mismos mediada por la inmunidad inmediata o innata. También influye

la inflamacion inespecifica en el lugar de implantacidon, con una sobreexpresion de
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citoquinas proinflamatorias. Igualmente, la hipoxia a la que estan sometidos, especialmente
durante las primeras horas. Incluso, se ha cuestionado que el higado sea un buen 6rgano para
facilitar la revascularizaciéon de los islotes (43). Finalmente, los islotes que logran
implantarse se ven sometidos a la agresion debida al rechazo inmunolodgico al tejido
alogénico, a la recurrencia del proceso autoinmune que origind la DM, a la toxicidad de los
inmunosupresores y a la probable toxicidad metabolica derivada de su implantacion en el
higado. La ubicacion intrahepatica de los islotes implantados implica una exposicion a
concentraciones mayores, y en consecuencia probablemente toxicas, de glucosa y acidos
grasos tras su absorcion a nivel intestinal. Adicionalmente, los islotes intrahepaticos pierden
capacidad para liberar glucagon durante la hipoglucemia (47, 48); y aunque eventualmente
no se mantuviese la insulinoindependencia, estos pacientes se beneficiarian igualmente de
la respuesta con glucagdén. Por otro lado, tanto el rechazo inmunolégico como la eventual
recurrencia de la autoinmunidad frente a los islotes hacen necesario el uso crénico de
inmunosupresores. El tratamiento inmunosupresor, sin embargo, representa una de las
principales limitaciones para la generalizacion del TIP. A pesar de la mejoria de los
resultados con la eliminacion de los corticoides en el protocolo de Edmonton, tacrolimus y
sirolimus ejercen una demostrada toxicidad sobre la célula 3, acentuada ademas por sus
elevadas concentraciones en la sangre portal con respecto a la circulacion periférica tras su
administracion oral. Los multiples inconvenientes asociados a la implantacion hepatica de
los islotes (eventual compromiso de la revascularizacion de los islotes trasplantados, pérdida
de la capacidad de respuesta con glucagén, y presencia de concentraciones mayores de
metabolitos y farmacos inmunosupresores) ha impulsado la busqueda de lugares alternativos

de implantacion mas favorables para su supervivencia (46, 49).
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Las indicaciones del TIP se centran en los pacientes que ya requieren
inmunosupresion por la presencia de otro trasplante (esencialmente renal), o en pacientes
con funcién renal conservada pero gran inestabilidad metabolica e hipoglucemias graves
repetidas. Por tanto, el objetivo actual del TIP es alcanzar la estabilidad metabdlica y evitar
las hipoglucemias graves (50-52). El 83% de los pacientes trasplantados mantienen un
injerto funcionante (definido segun niveles de péptido C detectables) a los 3 afios (53),
resultados que mejoran los del PTA. La supervivencia del injerto permite mantener
reducciones significativas de los requerimientos de insulina con respecto a las dosis
pretrasplante, y un mejor control metaboélico (en términos de hemoglobina glicosilada; Alc),
con estabilidad de la glucemia y reduccion de los episodios de hipoglucemia grave. La
independencia de la insulina exdgena, que en los Gltimos estudios se mantiene en un 44% de
los pacientes a los 3 afos (53), no representa un objetivo primario actualmente (54). Sin
embargo, es de esperar que, en un futuro cercano, dada la continua mejoria de los resultados
(55), la mayoria de estos pacientes puedan mantener también la insulinoindependencia a

medio y largo plazo.

Las mejorias alcanzadas en el proceso de obtencion de islotes pancreéticos en las
ultimas décadas, junto con los recientes esquemas de inmunosupresion, han hecho del TIP
una potencial alternativa terapéutica de prometedor futuro. Sin embargo, todavia necesita
superar importantes limitaciones en su aplicacion. Estas limitaciones incluyen, al igual que
en el trasplante de pancreas completo, la escasez de tejido donante y la toxicidad del
tratamiento inmunosupresor cronico. La baja disponibilidad de 6rganos para la donacion
queda en este caso acentuada ademas por la necesidad de realizar multiples infusiones de

islotes procedentes de diferentes donantes. Son imprescindibles, ademas, equipos
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profesionales e infraestructuras capaces de asumir el reto que supone el proceso global del

TIP (56).

Como se comento previamente, una de las estrategias propuestas para solucionar el
problema de la falta de donantes es la utilizacion de donantes conocidos en la literatura como
“marginales”, por ser desechados en condiciones ideales. Entre ellos se encuentran los
NHBDs (26), cominmente excluidos por los grupos de trabajo por estar expuestos a unos
tiempos de isquemia prolongados que a priori pueden condicionar la viabilidad de los
organos. Si bien se dispone de estudios que avalan el empleo de NHBDs como fuente tanto
de pancreas completo (57-60) como de TIP (61, 62) en condiciones semejantes a los BDD,

su uso todavia esta lejos de ser ampliamente aceptado.
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Marcadores biomoleculares del estado tisular.

Respuesta inflamatoria inespecifica.

Conceptualmente, la disfuncion primaria y eventual pérdida precoz del aloinjerto,
bien sea de islotes o del pancreas completo, es el producto de una suma multifactorial en la
que la respuesta inflamatoria inespecifica (RII) y el dafio inducido por la I/R, de manera
interrelacionada, juegan un papel esencial. Se asociarian ademas posibles factores técnicos
que reduzcan la viabilidad del injerto. Adicionalmente en el caso de los TIP, los fendmenos
quimicos y mecanicos que suceden durante el aislamiento, las posibles contaminaciones de
las sustancias empleadas en el mismo, un eventual nimero inadecuado de islotes y la mala
vascularizacion durante las primeras horas tras el TIP pueden contribuir a la activacion de
un deletéreo entorno proinflamatorio. De este modo, en su recorrido hacia la plena
funcionalidad, el injerto pancredtico hacer frente en primer término a una tempestad
inflamatoria. Por otro lado, la recurrencia del proceso autoinmune que origin6 la DM, la
toxicidad de los inmunosupresores y el rechazo mediado por células o clasico, no formarian
parte de esta RII (63). A continuacion, se desarrollan brevemente los principales elementos

que intervienen en esta RII.
1. Principales células implicadas en la RII.

Los efectores celulares de la RII; esencialmente macrofagos, granulocitos y linfocitos
natural killer (NK); llevan a cabo la destruccion inmediata del hipotético agente agresor que
desencadeno6 la RII. Para ello, reconocen patrones moleculares asociados a patogenos
(pathogen-associated molecular patterns; PAMPs), que son moléculas comunes a grupos de

patdgenos, altamente conservadas a lo largo de la evolucion de la especie.
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Durante la RII que determina el fallo primario del injerto, son principales
protagonistas las células del sistema reticulo-endotelial (SRE) o fagocitico mononuclear, que
incluye los macrofagos tanto ya existentes en el tejido pancreatico como los presentes en el
receptor, en el caso concreto del TIP en el higado, las células de Kupffer. El macrofago es
diana de estimulos directos (como los exodgenos, p. ej. LPS bacteriano) y posteriormente de
la tormenta de mediadores que envuelve la RII. Es la principal fuente de TNF-a., el mediador
fundamental de la RII; y es ademds el responsable de la produccion inmediata de otras

citoquinas, tanto pro (como IF-y, IL-1, IL-6 e IL-8) como antiiflamatorias (como IL-10).

Los macréfagos “residentes” en el injerto pancreatico completo o en los islotes (64)
son aquellos que han sobrevivido al proceso del trasplante. Eso supone que, ademas de ser
efectores de los fendomenos lesivos propios de la RII y una fuente de mediadores, alcanzan
su destino final tras experimentar multiples estimulos, tanto mecénicos como quimicos, que
amplifican tal respuesta. En presencia de IF-y, LPS o TNF-a, estos macréfagos secretan,
entre otros, grandes cantidades de IL-1 asi como de NO (65). Ademas, el propio parénquima
pancredtico es capaz de secretar mediadores proinflamatorios independientemente de los

macrofagos (66, 67), lo cual contribuye a amplificar y perpetuar la liberacion de citoquinas.

Por otro lado, se han detectado niveles elevados de mediadores (TNF-o, IL-1f3,
NO...) procedentes de las células de Kupffer, que constituyen més de la mitad de los
macrofagos totales del organismo, tras el TIP (68). Ademas, en el TIP, juegan un papel
primordial también tanto los hepatocitos como las células endoteliales del higado receptor.
Asi, la generacion de estrés oxidativo (fundamentalmente produccion de NO) procedente de
los hepatocitos en presencia de mediadores proinflamatorios e islotes es unas 30 veces mayor
que la observada en condiciones normales (69). Las células endoteliales de los sinusoides

hepaticos, por su parte, resultan esenciales en la angiogénesis en torno a los islotes, ya que
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tras el aislamiento éstos estan virtualmente desprovistos de neo-red capilar propia hasta

pasadas casi 2 semanas del implante (70, 71).

2. Agentes exogenos desencadenantes de la RIIL.

El lipopolisacarido bacteriano (LPS), también conocido como endotoxina, es uno
de los componentes principales de la membrana externa de las bacterias gram-negativas. Se
trata de uno de los estimulos proinflamatorios mas importantes, y es considerado como el
mediador exdgeno mas relevante en situaciones de shock séptico. Es un glicolipido que une
un complejo lipofilico denominado lipido-A, principal responsable de los efectos del LPS,

y un polisacarido variable en funcién de la cepa bacteriana, que confiere la antigenicidad.

El LPS tiene un receptor plasmatico proteico constitutivo (LPS binding-protein;
LBP) que, en unién al LPS, estimula diferentes células inmunitarias, principalmente
macrofagos/monocitos mediante su unién a receptores de membrana (CD14). Son
necesarias, ademas, al menos dos proteinas intermediarias: el receptor de tipo Toll 4 (Toll-
like receptor 4; TLR-4) y la proteina de diferenciacion mieloide 2 (myeloid differentiation
protein; MD-2) (72). Los receptores tipo Toll (7Toll-like receptors; TLR) son proteinas
transmembrana receptoras que reconocen moléculas estructuralmente conservadas derivadas
de patdégenos durante una infeccion y activan la cascada de la inmunidad innata (73, 74). El
reconocimiento de los ligandos patogénicos por los TLRs inicia un amplio espectro de
respuestas inflamatorias e inmunes, que incluyen la fagocitosis y la produccion de
citoquinas. De este modo, el LPS activa las células inflamatorias, principalmente macrofagos
tisulares, que producen rapidamente grandes cantidades de mediadores enddgenos como
TNF-a e IL-1 amplificando, asi, la respuesta inflamatoria. No obstante, se han propuesto
otras vias en efectoras para el LPS, como son la activacién del complemento, la liberacion

del factor activador de las plaquetas (platelet-activating factor; PAF), la induccion de la
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sintesis de metabolitos del &cido araquidonico o la activaciéon de la cascada de la

coagulacion.

En el TIP, la presencia accidental de LPS en las soluciones enzimaticas con
colagenasa empleadas en el aislamiento de los islotes o en los gradientes de densidad ha sido
implicada en la produccién de mediadores como TNF-a, IL-1p e IL-6 asi como en una

mayor actividad apoptotica (75, 76).

3. Principales mediadores endogenos desencadenantes de la RII.

La RII se pone en marcha, se amplifica y se perpetua mediante la liberacion de
sustancias quimicas endogenas que activan células o desencadenan fendmenos celulares
lesivos. Los mediadores endogenos mas importantes son las citoquinas, aunque existen otros
también de gran relevancia; entre otros, el sistema del complemento, la cascada de la
coagulacion, el sistema kalicreina-quinina, el PAF, los neuropéptidos/endorfinas, los

derivados del 4cido araquiddnico y las ROS (63).

Las citoquinas son glicoproteinas de bajo peso molecular secretadas principalmente
por células inmunitarias, fundamentalmente del SER o también linfocitos entre otros; pero
igualmente por las células endoteliales o las del parénquima de algunos érganos, incluido el
pancreas. La produccion de citoquinas suele ser limitada al lapso de tiempo que dura el
estimulo; siendo su modo de accion auto, yuxta o paracrino. Se unen a receptores de
membrana especificos y activan cascadas de transduccion intracelular que alteran la
expresion de determinados genes, lo cual finalmente produce una respuesta biologica
concreta. Dentro del concepto de citoquinas se agrupan sustancias como interleuquinas (IL),
interferones (IF), quimioquinas, factores estimulantes de colonias o factores de crecimiento.

Tienen un papel central en el control de la respuesta inmunitaria, tanto innata como
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adaptativa; si bien participan igualmente en otros fenémenos, como la diferenciacion y el
crecimiento celular. Poseen un marcado pleiotropismo ya que, con frecuencia, tienen mas
de una accion bioldgica y pueden actuar sobre distintos tipos celulares. Ademads, cada
citoquina puede sintetizarse por mas de un tipo de célula y cada célula puede expresar
receptores para distintas citoquinas. Asi mismo, muchas citoquinas comparten efectos e
igualmente pueden generar la liberacion de otras citoquinas. Todo ello explica la
complejidad de la caracterizacion del proceso regulatorio. Algunas de las citoquinas

particularmente implicadas en la regulacion de la RII son TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-10.

e Factor de necrosis tumoral o (tumor necrosis factor a; TNF-a). Es considerado como
la principal citoquina proinflamatoria. Muy numerosos estimulos desencadenan la
produccion de TNF; por un lado, la préctica totalidad de citoquinas proinflamatorias y
otros factores enddgenos relacionados, y por otro, multiples antigenos procedentes de
microorganismos (siendo el LPS el mas potente). Algunas de las vias que median las
acciones de TNF incluyen el sistema Fas/FasL (proteina Fas y Fas-ligando), el activador
del receptor del factor nuclear kB (receptor activator of nuclear factor kB; RANK), el
sistema CD40/CD40L (receptor CD40 y CD40-ligando), el ligando asociado a la
activacion de la apoptosis similar al TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand,
TRAIL), y las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (mitogen-activated protein
kinases; MAPK). Se conocen varios receptores transmembrana para TNF (TNF receptor;
TNFR). Los mejor conocidos, TNFRI1 (p55) y 2 (p75), coinciden en su estructura
extracelular, si bien la presencia de dominios intracitoplasmaticos diferentes sugiere vias
de sefializacion interna distintas. Tras la union de TNF a TNFR1, se activa el dominio de
muerte celular asociado a TNFR (7NF receptor-associated death domain protein,

TRADD). Posteriormente se activan y reclutan la proteina de interaccion con el receptor
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(receptor interacting protein; RIP), el dominio de muerte celular asociado a Fas (Fas-
associated death domain; FADD) y el factor 2 asociado a TNFR (TNF receptor-
associated factor 2; TRAF2) (77). En el caso de la union TNF-TNFR2, se activa
directamente TRAF2, que se asocia a TRAF1 (TNF receptor-associated factor I). Una
vez reclutados los dominios de muerte, la cascada de acontecimientos es dual, con
inducciodn de la apoptosis y/o de la respuesta inflamatoria. Los efectos proapoptdticos de
TNF incluyen la interacciéon de los dominios de muerte con caspasas iniciadoras,
principalmente activando la caspasa 8 de la via extrinseca. En cuanto a los efectos
proinflamatorios de TNF, es predominante la activacion del factor nuclear kB (nuclear
factor kB; NF-kB) y de dos vias dependientes de MAPK: p38 y la quinasa del dominio
N-terminal de c-Jun (c-Jun N-terminal kinase; INK) (78).

Interleuquina 1 (IL-1). Codificada en el cromosoma 2, presenta tres formas: IL-1a.,
intracelular o adherida a la membrana celular y con efectos paracrinos; IL-1f3, secretada
a la circulacién y que interacciona con receptores de tipo I (¢ype I IL-1 receptor; IL-1RI)
(en la mayoria de las células del organismo) y de tipo II (type II IL-1 receptor; IL-1RII)
(en las células del sistema inmune); y el antagonista del receptor de IL-1 (/L-1 receptor
antagonist; IL-1RA). Aunque con importantes diferencias estructurales, IL-1p e IL-1a
son consideradas funcionalmente como un mismo mediador. Como ocurre con TNF-a,
la variedad de estimulos inductores es enorme, si bien de nuevo los estimulos exdgenos
procedentes de microorganismos (especialmente LPS) son los mas potentes. Como
mediadores enddgenos relacionados, destacan tanto el TNF-a como la propia IL-1, asi
como el factor estimulante de colonias granulocitico/monociticas (granulocyte
macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF). La similitud estructural entre los

dominios intracitoplasmaticos de los receptores de IL-1 (IL-1 receptor; IL-1R) y los
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TLRs permite el uso de la misma cascada de sefializacion intracelular durante la respuesta
inflamatoria (79). Asi, IL-1R activa, con la colaboracion de la proteina MyD88 (myeloid
differentiation primary response gene 88), a la proteina quinasa asociada al receptor
(receptor-associated kinase 1; IRAK1), que es liberada tras fosforilacion. De este modo,
se activa el factor 6 activado por el TNFR (TNF receptor-associated factor 6; TRAF6),
desencadenando la transcripcion de NF-kB y activando la cascada de MAPK (80).
Interleuquina 6 (interleukin 6; IL 6). Es una citoquina pluripotencial que actiia en
fenémenos de RII fundamentalmente. Sus activadores principales son IL-1, TNF-o,, LPS
y las ROS. La unién de IL-6 a su receptor especifico (IL-6R), y asi a su componente de
transduccion intracelular gp130, desencadena la activacion de tirosin quinasas de la
familia JAK (Janus kinases), receptores proteicos con dominios utiles tanto hacia la
vertiente externa como a la interna de la célula, que activan mediante fosforilacion a una
proteina sefnalizadora denominada STAT3. Al igual que otras proteinas STAT (signal
transducer and activator of transcription), STAT3 se dimeriza tras ser activada y se
transloca al nucleo, donde se une a regiones del DNA promotoras de genes que
transcriben otras citoquinas.

Interleuquina 10 (interleukin 10; IL 10). Clasicamente se la ha considerado, junto con
IL-4 e IL-13, como una citoquina inhibidora o antiinflamatoria. Es sintetizada
fundamentalmente por las células del SRE y, en menor medida, por otros tipos celulares
como los linfocitos Th2. Regula a la baja la produccion de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12 y GM-CSF ante situaciones de respuesta inmunitaria innata. Cuando predomina la

inmunidad celular, también disminuye la produccion de IF-y, IL-2 e IL-12. A su vez, IF-

v inhibe la produccion de IL-10. El papel contrarregulador de IL-10 parece necesario para

mantener la producciéon de mediadores proinflamatorios en niveles Optimos que
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conducirian a una respuesta adecuada capaz de contrarrestar la agresion, pero no de
desencadenar un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (systemic inflammatory

response sindrome; SIRS).

Generacion de estrés oxidativo.

El “estrés oxidativo”, que representa una de las vias efectoras del dafio tisular en la
RII, es el disbalance entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen
species; ROS) y los mecanismos fisiologicos encargados de su neutralizacion. Las ROS con
algun electron desapareado en un orbital, lo cual las hace altamente reactivas a pesar de su
corta vida media, son denominadas genéricamente “radicales libres de oxigeno” (81).
Tienden a unirse a otras moléculas para aparear los electrones libres y estabilizarse. Tal
asociacion puede comprometer tanto la estructura como la funciéon de determinadas
macromoléculas implicadas en el correcto funcionamiento de la célula (DNA, lipidos
estructurales, proteinas...), y asi, provocar la eventual muerte de ésta. Aunque se ha
enfatizado el papel de las ROS en relacion con multiples condiciones patologicas incluida la

propia DM, la fuente principal de ROS enddgenos es el metabolismo celular normal.

En el trasplante, el aumento de las ROS surge fundamentalmente tras la reperfusion.
En tal situacion es predominante la accion de la enzima xantino-oxidasa, de tal modo que se
producen tanto peréxido de hidrogeno (H,0,) como radical superdxido (Oz.). Estos, en
combinacion con iones metalicos (cobre, hierro), acaban por transformarse en especies
todavia mas reactivas, como el radical hidroxilo (.OH). Todas estas moléculas determinan

profundas alteraciones de la permeabilidad de la membrana celular de las células,
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destruccion de la misma y degradacion de los 4cidos nucleicos (63). A continuacion, se

describen algunos de los componentes del equilibrio prooxidante/antioxidante.
1. Oxido nitrico (nitric oxide; NO) y éxido nitrico sintasa (nitric oxide synthase; NOS).

El NO procede de la deaminacion de la L-Arginina por parte de la NOS. Como
resultado, un 4tomo de nitrogeno queda libre y es oxidado por el oxigeno. Para que esta
reaccion se lleve a cabo, son necesarios numerosos cofactores, como NAPDH, flavin-
nucleotidos, el grupo hemo y la tetrahidrobiopterina. E1 NO, un compuesto inorgéanico, no
es estrictamente un radical libre. Se trata de un gas simple sobre el cual actta el radical Oz,
, generandose peroxinitrito (OONQO"). Dicho compuesto es lesivo per se y también puede

contribuir a la generacion de lipoperoxidos.

Se han identificado tres isoformas de NOS: endotelial o constitutiva (eNOS),
inducible (iNOS) y neural (nNOS). La eNOS proporciona una secrecion basal de NO, y esta
codificada en los cromosomas 2 (endotelio) y 12 (neuronas, plaquetas). La iNOS predomina
en las células del SRE, y estd codificada en el cromosoma 17. Esta tltima se activa
fundamentalmente por la liberacion endogena de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1,
IF-y) o por mediadores exdgenos (como el LPS), produciéndose grandes cantidades de NO,
con efecto citotoxico y citostatico sobre las células diana. La interaccion del NO con otras
moléculas, fundamentalmente proteinas, es la responsable de la mayoria de sus acciones

fisiopatologicas, ya que muchas de ellas son enzimas con importantes funciones.
2. Monoxido de carbono (carbon monoxide; CO) y hemoxigenasa (heme oxigenase; HO).

El CO es también una molécula gaseosa producida por la accion, en este caso de la
HO, en el metabolismo normal en pequenas cantidades. Est4 constituido por un dtomo de

carbono y uno de oxigeno unidos mediante un enlace covalente doble, a través de la
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degradacion del grupo hemo. Este proceso produce cierta cantidad de carboxihemoglobina.
El CO actia como neurotransmisor, ademads de estar implicado en la modulacion de la RII.
Es igualmente un segundo mensajero involucrado en multiples procesos, como la apoptosis

o la contraccion vascular.

La HO es la principal enzima implicada en el catabolismo del grupo hemo, que dara
lugar a la produccién de biliverdina, hierro (Fe) libre y CO. Se han identificado tres
isoformas de esta enzima: inducible (HO-1), constitutiva (HO-2) y la isoforma
cataliticamente inactiva (HO-3). A diferencia de la HO-2, que se produce bajo condiciones
homeostaticas, la HO-1 aumenta considerablemente en presencia de hipoxia, hiperoxia,
endotoxinas bacterianas, radiaciones ionizantes, citoquinas, ROS, etc. A la HO-1, conocida
también como HSP-32 (heat shock protein-32), se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes y anti-apoptoticas. En los procesos inflamatorios, la HO-1
previene del dafo oxidativo a las células endoteliales y reduce la migracion leucocitaria a
través de la inhibicion de la sintesis y de la liberacién de mediadores inflamatorios. Asi, la
induccion de la enzima disminuye la expresion de la molécula de adhesion intercelular
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) endotelial y regula la generacion de oxidantes
intracelulares en células endoteliales, inhibiendo la adhesion leucocitaria generada por ROS,

ademads de inhibir hemoproteinas como la ciclooxigenasa y la iNOS.

3. Enzimas antioxidantes.

Existen diversos sistemas que contrarrestan los efectos de la producciéon de ROS,
bien previniendo su desarrollo o bien interceptando las ROS. En el ser humano predominan
los mecanismos que neutralizan los compuestos reactivos una vez formados: super-6xido
dismutasa (SOD), catalasa y sistema glutation reductasa/peroxidasa (GR/GPx). Las

alteraciones en la actividad de estos complejos enzimaticos tienen un claro efecto negativo
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en el balance de 6xido-reduccion celular, con una implicacion demostrada en multiples

procesos patologicos.

e La catalasa (catalase; CAT) es una enzima de ubicacién peroxisomal encargada de
neutralizar el H,O,, proveniente sobre todo de la actividad de la SOD presente en los
neutrdfilos y empleado en la destruccion de agentes lesivos en el contexto de reacciones
inflamatorias agudas.

e La glutation reductasa (glutathion reductase; GR) es una flavoenzima NADPH-
dependiente que cataliza la reduccion del glutation oxidado a glutation reducido. Este
ultimo es a su vez utilizado por la glutatién peroxidasa (glutathion peroxidase; GPXx)

para la reduccion de H,O, y lipoperoxidos principalmente.

4. 8-hidroxiguanina (8-hydroxyguanine; 8-OHG).

El DNA es una de las mas relevantes dianas celulares del estrés oxidativo, ya que
lesiones del mismo pueden conducir a alteraciones heredables o estar implicadas en la
carcinogénesis, entre otros. Uno de los principales productos de dafio oxidativo del DNA es
la 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG), generada a partir de la oxidacion de la 2’-
deoxiguanosina (dG). La 8-OHdG se forma como resultado del ataque de LOH sobre el DNA
(82), siendo su produccion independiente de otras posibles fuentes como la muerte celular
(83). De esta manera, su base libre, la 8-OHG, es un biomarcador util del estrés oxidativo

celular y probablemente el mas estudiado de la reparacion del DNA (81, 83, 84).

En relacion con el dafio inducido por la I/R en el trasplante, la xantino-deshidrogenasa
es convertida a xantino-oxidasa durante el periodo de isquemia. Esta segunda, aumenta

sustancialmente su actividad con la reperfusion. Sin embargo, en lugar de transferir
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electrones al NAD', los transfiere al oxigeno, generando O,. , con el subsecuente dafio

oxidativo del DNA (81).

Apoptosis.

La apoptosis o “muerte celular programada” es un fenémeno fisioldgico esencial en
el mantenimiento de la homeostasis tisular (85). Estd implicado tanto en el desarrollo
embrionario y fetal, como en la muerte celular inducida por los linfocitos T o la destruccion
de células inmunes autorreactivas, entre otros. No obstante, la disregulacion de la apoptosis
también media otros procesos, como pueden ser la muerte celular tras la I/R o en el contexto
de la SIRS. Se acompafia de condensacion del material nuclear y del contenido
citoplasmatico; la membrana plasmatica se mantiene intacta, y asi los productos
intracelulares no son liberados al espacio extracelular. De este modo, a diferencia de la
necrosis, en la cual se produce una pérdida de la integridad de las membranas y una
liberacion del contenido celular, la apoptosis carece del cortejo inflamatorio local de la
primera. Sin embargo, puede ser producto de una RII, ya que es una via final comutn a la

liberacion de los principales mediadores proinflamatorios (86).

Muchas de las vias apoptoticas convergen en complejas cascadas de sefializacion
intracelular con activacion de unas proteasas, denominadas caspasas, que llevan a la
disrupcion del DNA y a la muerte celular (87). Se distinguen, en lineas generales, dos vias
fundamentales de activacion: extrinseca e intrinseca. Por un lado, en la via extrinseca, la
apoptosis se desencadena ante estimulos extracelulares (como citoquinas, NO o factores de
crecimiento). La activacion de receptores transmembrana de la familia TNF (como el Fas)

activa una cascada intracelular con la participacion de caspasas. Por otro lado, en la
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intrinseca o mitocondrial, se produce una liberacion de citocromo C mitocondrial en
respuesta a estimulos intracelulares que implican un estrés celular (radiacion, hipoxia, calor,
etc.), con la activacion de una cascada de sefializacion en la que también intervienen

caspasas.

Superfamilia Bel-2. Con el nombre genérico de Bcel-2 se denomina una superfamilia
de proteinas, codificada por genes homoénimos, estrechamente relacionados con el control
del ciclo celular. Esta superfamilia constituye uno de los reguladores principales de la via
intrinseca de la apoptosis, mediante la formacion de unos canales denominados MAC
(mitochondrial apoptosis-induced channel), a través de los cuales se libera citocromo C de
las mitocondrias. Inicialmente se describié Bcl-2 en neoplasias linfoides, de ahi su nombre
y el de su proto-oncogen homoénimo (B-cell lymphoma 2). Sin embargo, actualmente se

conocen multitud de neoplasias en las que la expresion de Bcl-2 esta alterada.

Esta superfamilia se compone de al menos 15 proteinas identificadas, que pueden
dividirse en dos subgrupos diferenciados en cuanto a su efecto sobre la apoptosis, siendo
unas inductoras (Bax, Bak, Bok, Bad, Bid, Bik, Bcl-XS...) y otras inhibidoras (Bcl-2, Bcl-
XL, Bcel-W...). Las “senales de supervivencia celular” previenen la activacion de la
apoptosis, en parte, inhibiendo a la subfamilia proapoptética de Bcl-2 a nivel post-
traduccional. Por otro lado, estas proteinas forman heterodimeros, lo cual resulta en la
pérdida de la capacidad antiapoptotica. Asi, tras una sefial de dano celular, por un lado, las
proteinas proapoptoticas tienden a situarse alrededor de la membrana mitocondrial, que es
donde constitutivamente se encuentran las antiapoptéticas. Posteriormente, se produce una
heterodimerizacioén, al unirse las variantes pro y antiapoptoticas. Como resultado, se
desencadena la cascada de la apoptosis fundamentalmente por la via mitocondrial, en el caso

de que sean mayores las concentraciones de las formas proapoptdticas. Por el contrario, altas
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concentraciones de las variantes antiapoptoticas confieren a la célula una resistencia a la
muerte celular programada, que puede llevar a la persistencia de la célula incluso en
presencia de alteraciones nucleares que en condiciones normales significarian su eliminacion

(63).

MicroRNAs.

Los microRNAs (miRNAs), inicialmente identificados en C. elegans, son un grupo
de cadenas tnicas de RNA no codificante de pequefia extension, aproximadamente 21-24
nucleotidos, que han sido identificadas en un amplio numero de especies (88-91). Actian
como reguladores post-transcripcionales de genes codificantes de proteinas por medio de su
uniéon complementaria con el extremo 3’UTR del mRNA diana (92), si bien en algunos casos
interaccionan con el extremo 5’UTR o con regiones codificantes del mRNA. Para ello, la
secuencia “seed” del miRNA, que corresponde a un pequefio segmento de 2-8 nucledtidos,
se une especificamente a su diana correspondiente forméndose asi un complejo miR-mRNA
(93). El modo de accion de los miRNA incluye tanto la degradacion de los productos de la
transcripcion como la inhibicion de la traduccion (94, 95), resultando en un silenciamiento
de la expresion génica. Uno u otro destino del mRNA quedaria determinado segun la
presencia de proteinas de unidon al RNA especificas (96). De este modo, mediante el sistema
de la “ribointerferencia”, cada tipo celular controla qué genes estan activos y en qué grado

de activacion en cada momento determinado (97).

La biogénesis de los miRNAs implica la coordinacion de multiples complejos
reguladores. En primer lugar, el gen especifico es transcrito en el nucleo por la RNA

polimerasa II a un transcripto miRNA primario (primary miRNA; pri-miRNA). Este es
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procesado en el ntcleo por Drosha, una enzima de doble cadena de uniéon a RNA tipo RNasa
111, para producir un miRNA precursor (precursor miRNA; pre-miRNA), con unos 70 pares
de bases dispuestos en forma de horquilla (stem-loop structure) (98, 99). El pre-miRNA es
exportado al citoplasma por la Exportina-5 (100), donde es escindido por Dicer, otra
endonucleasa tipo RNasa III, para formar el duplex bicatenario de miRNA maduro de 21-24
nucleotidos (101). Para ejercer su accion especifica, una de las hebras de miRNA es
degradada por la helicasa de RNA ATP-dependiente, dando lugar al miRNA monocatenario,
que a su vez es incorporado al complejo silenciador inducido por RNA (RNA-induced
silencing complex; RISC). La hebra de miRNA se une al extremo 3’ del mRNA diana para
llevar a cabo el silenciamiento génico post-transcripcional mediante represion translacional,

deadenilacion y/o una degradacion incrementada de mRNA (102).

Mientras que los mRNA deben ser traducidos a proteinas para poder desempenar
funciones bioldgicas, los miRNAs son bioldgicamente activos per se. Adicionalmente, un
solo miRNA tiene como objetivo un grupo concreto de mRNAs funcionalmente
relacionados entre si, y a su vez el silenciamiento de un mRNA puede ser realizado por
varios miRNAs. Ello complica la identificacién de una funcioén concreta y aislada en cada
miRNA de forma especifica. En cualquier caso, los miRNAs representan asi un reflejo mas
realista del complejo control de las vias metabdlicas (103). En desordenes multifactoriales,
un simple miRNA, debido a su accién selectiva sobre varios mRNA especificos, permite
inferir conclusiones mas globales y significativas que las obtenidas del estudio de los
mRNAs (104, 105). En este sentido, se han desarrollado varias bases de datos y programas
informaticos para registrar los miRNAs conocidos y predecir sus dianas potenciales (106).
Algunos de éstos son, por ejemplo, “miRBase” (http://www.mirbase.org) o

“TargetScanHuman” (http://targetscan.org/).
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El mecanismo de regulacion génica ejercido por los miRNAs modula multiples
procesos tanto fisiologicos como patologicos, incluso desde etapas preclinicas, lo cual los
convierte en potenciales biomarcadores en distintas circunstancias. De esta manera, los
miRNAs son el centro de numerosas investigaciones que han permitido conocer mejor su
papel central en la fisiologia celular; dirigiendo entre otros el metabolismo, la sefializacion,
la regulacion inmune, la progresion en el ciclo celular y la apoptosis de las células (90, 91,
107-109). Dada la enorme capacidad de los miRNAs de influenciar la expresion de gran
parte del genoma y el complejo sistema de control en que estan inmersos, es comprensible
que la disregulacion del perfil de miRNAs pueda tener repercusiones significativas en la
homeostasis del organismo. De este modo, se ha relacionado la pérdida de este mecanismo
de regulacion via miRNA con multiples grupos de enfermedades de gran relevancia, tales
como el cancer, los procesos neurodegenerativos, o la patologia cardiovascular (110, 111).
Ademas, diferentes estudios han puesto en evidencia la implicacion de los miRNAs en la
respuesta inmune innata y adquirida, indicando la existencia de una fuerte correlacion entre
la expresion de los miRNAs y las vias de sefalizacion implicadas en la respuesta
inflamatoria (112, 113). Los miRNAs modulan a los mediadores inflamatorios y son
modulados por los mismos, dando lugar a un circulo vicioso de generacion y amplificacion
del dafio celular con una subsecuente pérdida de funcién. De este modo, juegan un papel

crucial en enfermedades inflamatorias (114-116), vasculares (117) y en la DM (118-121).

Como se ha comentado, la regulacién por miRNAs interviene en las principales vias
de sefializacion, incluyendo el rechazo a los aloinjertos. En este sentido, el analisis de los
niveles de miRNAs especificos, tanto circulantes como tisulares, puede tener importantes
implicaciones terapéuticas y prondsticas. Distintos avances técnicos han permitido la

determinacion de “perfiles de miRNAs” tanto en los donantes como en los receptores, que
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podrian constituir biomarcadores del rechazo en el alotrasplante. Asi, es cada vez mayor el
conocimiento acerca de las vias regulatorias con miRNAs implicadas en las respuestas
inmunes y, por tanto, parece factible el desarrollo de terapias basadas en miRNAs (122). La
modulacién artificial del perfil de miRNAs se puede realizar a través de imitadores de
miRNAs (miRNAs mimics), pequeias secuencias sintéticas monocatenarias de RNA que
mimetizan los miRNAs endo6genos maduros (123), o a través de antagonistas de miRNAs
(miRNAs antagonists, “antagomirs”), quimicamente disefiados para inhibir la actividad
miRNA (124). Esta modulacion de la expresion génica via imitadores y antagonistas de
miRNAs tiene un tremendo potencial, pendiente de ser desarrollado a nivel clinico para,

entre otros, prevenir el rechazo en los alotransplantes.

Glicocalix endotelial.

El glicocalix endotelial (endothelial glycocalyx layer; EGL) esta constituido por una
red de glicoproteinas y proteoglicanos unidos a cadenas de glicosaminoglicanos
(glycosaminoglycan; GAG), anclada a la superficie de las células endoteliales. Participa en
el mantenimiento de la integridad vascular, y desempefia una funciéon fundamental en la
regulacion de la resistencia y la permeabilidad vasculares, y en la migracion celular a su
través (125, 126). Diferentes agresiones, incluyendo la cirugia mayor, la inflamacion
sistémica, y el dafio por I/R, pueden alterar la integridad del EGL, provocando su ruptura y
desprendimiento (127, 128). Esto, a su vez, provoca un aumento de la permeabilidad
vascular (129) con pérdida de la capacidad de respuesta vascular, un incremento del
reclutamiento leucocitario (126) y de plaquetas, con extravasacion de neutrofilos, y mayor

inflamacion perivascular. En este sentido, el EGL desempefa un papel importante en el
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desarrollo de multiples patologias vasculares, incluidas algunas complicaciones de la DM

(130).

El sindecan-1 (syndecan-1; SYND1) o CD138 es un proteoglicano transmembrana
portador de GAGs de tipo heparan sulfato (heparan sulphate; HS). Pertenece, por tanto, al
denominado grupo de los proteoglicanos portadores de HS (heparan sulphate
proteoglycans; HSPG). Ambos forman parte integral del EGL, siendo el HS el GAG mas
comun en el mismo (131). A nivel general, la familia de proteoglicanos “Syndecan”
intervienen en fenémenos de sefalizacion celular, unién celular y organizacion del
citoesqueleto (132). En concreto, SYNDI1 participa en los procesos de proliferacion y
migracion celular, asi como en la interaccion de la célula con la matriz extracelular mediante
receptores especificos. Parece que tiene un papel fundamental en la modulacion de las
interacciones leucocito-endotelio y en la extravasacion de los primeros (133), asi como en
la actividad de las citoquinas y los distintos factores de crecimiento. Estas interacciones

otorgan al EGL un papel clave en la regulacion de la respuesta inflamatoria (134).
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Hipotesis.

Existen diferencias en la expresion de los marcadores biomoleculares del estado
tisular en los pancreas humanos obtenidos de la UNHBD, en comparacion con los obtenidos
de la BDD, considerada de referencia. La investigacion basica acerca de tales diferencias
avalaria la viabilidad de los pancreas de la UNHBD, y en consecuencia su utilizacion a nivel

clinico, con repercusiones significativas para el trasplante de los mismos.
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Objetivos.

Objetivo general.

Evaluar a nivel biomolecular la viabilidad de los pancreas humanos obtenidos de

UNHBD en comparacion con los obtenidos de BDD.

Objetivos especificos.

e Evaluar la expresion diferencial de mediadores de la inflamacion, de marcadores de estrés
oxidativo y de marcadores de apoptosis en las muestras de pancreas obtenidos de
UNHBD y de BDD.

e Evaluar las diferencias en los perfiles de microRNAs de las muestras de pancreas
obtenidos de UNHBD y de BDD.

e Evaluar las diferencias en la degradacion del glicocalix endotelial de las muestras de

pancreas obtenidos de UNHBD y de BDD.
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Diseno.

Se incluyeron en el estudio pacientes con parada cardiaca no controlada
(uncontrolled non-heart-beating donors; UNHBD) o en muerte encefalica (brain-dead
donors; BDD) del Hospital Clinico San Carlos (HCSC) (Madrid, Espana). El estudio fue
aprobado por la comision de ética y la comision de investigacion del HCSC. Numero de

referencia IRB (Institutional Review Board): 15/480-E.

El andlisis bioquimico del estudio se desarrolld en 2 fases:
- Fase 1: Determinacion de la expresion de mediadores inflamatorios, marcadores de estrés
oxidativo y marcadores de apoptosis en un primer grupo de pacientes (grupo 1).
- Fase 2: Determinacion de los perfiles de microRNAs, y de los niveles de marcadores de

dafio del glicocalix y de 8-hidroxiguanina en un segundo grupo de pacientes (grupo 2).

Control de sesgos.

Si bien fue imposible cegar el grupo al que pertenecia cada paciente, los responsables

del analisis de las muestras fueron ciegos al grupo de pertenencia de cada muestra.

Variables recogidas.

Sexo, hombre/mujer;

Edad, en afios naturales;

Peso, en kilogramos;

Talla, en centimetros;
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- Indice de masa corporal (IMC), calculado mediante la siguiente formula: IMC = peso
(Kg) / talla (m)2

- Duracion de la ventilacion mecanica (VM), en dias;

- Necesidad de soporte vasoactivo, si/no;

- Muerte por traumatismo, si/no;

- Desarrollo de infeccién activa, si/no;

- Sodio en plasma, en mg/dL;

- Presencia de hipotension, definida como presion arterial sistolica (PAS) <50 mmHg;

- Tiempo de isquemia caliente, desde la parada cardiorrespiratoria hasta el inicio de las
maniobras de preservacion, en minutos;

- Tiempo de isquemia fria, desde el inicio de las maniobras de preservacion hasta la

obtencion de las muestras de los 6rganos, en minutos.

Las maniobras de preservacion de los UNHBDs incluyeron la realizaciéon de un
bypass arteriovenoso con oxigenacion de membrana e hipotermia profunda (limite 240 min).
La obtencion de los tejidos no se realizd hasta tener el consentimiento familiar y la

autorizacion judicial.
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Métodos.

Reclutamiento de donantes.

El reclutamiento de los pacientes en el estudio fue consecutivo. Se reclutaron un total
de 56 pacientes, 48 UNHBDs y 18 BDDs. La obtencion de las muestras de los BDDs se
restringid solo a aquellos casos sin un receptor adecuado en base a los protocolos de la
Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT). La asistencia a los UNHBDs se realizd
siguiendo el programa de donacion especifico del HCSC denominado “codigo 97, descrito
previamente (31). Las caracteristicas clinicas de los donantes figuran en las tablas 2 y 3. La
tabla 2 hace referencia a los pacientes del grupo 1 (n=40), en los que se determinaron
mediadores inflamatorios, oxidativos y apoptoticos. La tabla 3 hace referencia a los
pacientes del grupo 2 (n=26), en los que se determinaron microRNAs, marcadores de dafio

del glicocélix y 8-hidroxiguanina.

Obtencion de las muestras de tejido.

De cada paciente se obtuvieron muestras de tejido pancreatico. Las biopsias se
depositaron en criotubos y se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido. Tras su
congelacion, se procedio al transporte de las muestras hasta el Departamento de Bioquimica
y Biologia Molecular III de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de
Madrid (UCM). En esta tltima localizacion, las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta

el momento de las determinaciones.
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Tabla 2. Caracteristicas de los donantes del grupo 1.

Parametros clinicos UNHBD (n=30) BDD (n=10)
Sexo, H/M 22/8 4/6
Edad, anos (media + DE) 45,16 + 5,44 63 +11,09
IMC, Kg/m® (media + DE) 26,05+ 5,3 32,41 + 3,72
Ventilacion mecanica, dias (media + DE) N/A 22+1,5
Soporte vasoactivo, si/no N/A 8/2
Muerte por traumatismo, si/no N/A 3/7
Infeccion activa, si/no N/A 1/9
Sodio en plasma, mg/dL (media + DE) 137+5,6 144 +£23
Hipotension (PAS <50 mmHg) N/A 0
Tiempo de isquemia caliente, min (media + DE) 108 +£27,9 0
Tiempo de isquemia fria, min (media = DE) 177,59 + 51,73 329,34 +£ 86,21

BDD, donantes en muerte encefélica (brain-dead donors); DE, desviacién estandar; IMC, indice de masa
corporal; N/A, no apropiado; PAS, presion arterial sistolica; UNHBD, donantes en parada cardiaca no
controlada (uncontrolled non-heart-beating donors).

Tabla 3. Caracteristicas de los donantes del grupo 2.

Parametros clinicos UNHBD (n=18) BDD (n=8)
Sexo, H/M 14/4 6/2
Edad, anos (media + DE) 41,2+ 6,7 56,7 + 5,46
IMC, Kg/m* (media + DE) 26,7 +2,12 29,3 + 4,73
Ventilacion mecanica, dias (media + DE) N/A 1,85 +0,78
Soporte vasoactivo, si/no N/A 7/1
Muerte por traumatismo, si/no N/A 2/6
Infeccion activa, si/no N/A 0
Sodio en plasma, mg/dL (media + DE) 135,38 + 3,44 141,22 + 4,29
Hipotension (PAS <50 mmHg) N/A 0
Tiempo de isquemia caliente, min (media + DE) 110,5 + 23,62 0
Tiempo de isquemia fria, min (media = DE) 144,32 + 49,78 284,83 £ 75,16

BDD, donantes en muerte encefélica (brain-dead donors); DE, desviacién estandar; IMC, indice de masa
corporal; N/A, no apropiado; PAS, presion arterial sistolica; UNHBD, donantes en parada cardiaca no
controlada (uncontrolled non-heart-beating donors).
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Analisis bioquimico.

Expresion de RNA mensajero.

Para determinar la expresion de RNA mensajero (mRNA) se emple6 la reaccion en
cadena de la polimerasa tras transcriptasa inversa, cuantitativa o en tiempo real (quantitative

real time - polymerase chain reaction; qRT-PCR).

El aislamiento de RNA se realizd mediante el kit comercial TRI'™™ (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH), basado en el método de Chomczynski y Sacchi (135).
Tras homogeneizar aproximadamente 50 mg de tejido en 500 pL de buffer TRI™
(Molecular Research Center, Cincinnati, OH), se procedi6 a la incubacion de la mezcla
durante 5 min a temperatura ambiente, con posterior centrifugacion a 10.000 g durante 10
minutos a 4 °C. El sobrenadante resultante se transfirié a otro tubo, con adicion de 100puL
de cloroformo y, tras una breve agitacion, se procedio a la incubacién durante 6 minutos a
temperatura ambiente, con una nueva centrifugacion a 10.000 g durante 15 minutos a 4 °C.
Se transfiri6 la fase acuosa a un nuevo tubo, y se afiadieron 250uL de isopropanol. Tras una
incubacion de 7 minutos a temperatura ambiente, las muestras se centrifugaron a 10.000 g
durante 10 minutos a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y se afiadieron 500 puL de etanol al
75%. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 10.000 g durante 5 minutos a 4 °C, se

elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en 30 uLL de H,O libre de RNAsas.

Se midi6 la concentracion de RNA presente en cada muestra mediante
espectrofotometria, empleando el equipo Biodrop pL (Isogen Life Science, De Meern,

Holanda). El mismo equipo se empled para determinar la pureza del RNA, a través del
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analisis del ratio A 260nm / A 280 nm (ratio > 1.8), que posteriormente se confirmo6 mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Se utilizaron 2 pg de RNA, por cada muestra, para la sintesis de DNA ciclico (cDNA)
mediante transcripcion inversa. El proceso se llevo al cabo utilizando un kit comercial
(Reverse Transcription System, Promega, Madison, WI, USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante, y una mezcla de random primers pd(N)6. El cDNA obtenido se conservo a -

&0 °C hasta su utilizacion.

Para la qRT-PCR se utilizaron 2 pL de cDNA, que se mezclaron con los primers
especificos a una concentraciéon de 300 nmol/L. Las secuencias (5’-3’) de los primers
especificos se muestran en la tabla 4. Como fluoroforo, se utiliz6 el agente inespecifico
SYBR Green (SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, Warrington, UK). La
reaccion se llevo a cabo en un termociclador 7500 Fast de Applied Biosystems (Applied
Biosystems, Warrington, UK), siguiendo el siguiente protocolo de amplificacién: 2 minutos
a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos en 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60
°C, 15 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C, y 15 segundos a 95 °C. Se utiliz6 el gen
endogeno 18S como control interno para la normalizacion de los resultados. Los cambios en

la expresion del mRNA se analizaron siguiendo el método 2-AACT (136).
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Tabla 4. Primers especificos (secuencias 5°-3°).

IL-1B Forward-AACAGGCTGCTCTGGGATTCTCTT,
Reverse-ATTTCACTGGCGAGCTCAGGTACT

TNF-a Forward-AGCCCATGTTGTAGCAAACC,
Reverse-TCTCAGCTCCACGCCATT

1L-6 Forward-AAATTCGGTACATCCTCGACGGCA,
Reverse-AGTGCCTCTTTGCTGCTTTCACAC

1L-10 Forward-AAGCTGAGAACCAAGACCCAGACA,
Reverse-AAAGGCATTCTTCACCTGCTCCAC

eNOS Forward-TTTAAAGAAGTGGCCAACGCCGTG,
Reverse-AGCCATACAGGATTGTCGCCTTCA

INOS Forward-GCTCAAATCTCGGCAGAATC,
Reverse-GCCATCCTCACAGGAGAGTT

HO1 Forward-AACTTTCAGAAGGGCCAGGT,
Reverse-CCTCCAGGGCCACATAGAT

HO2 Forward-GGACTTCTTGAAAGGCAACATTA,
Reverse-TGAAGTAAAGTGCCGTGGTG

Bax Forward-CAAGACCAGGGTGGTTGG,
Reverse-CACTCCCGCCACAAAGAT

Bcl-2 Forward-TACCTGAACCGGCACCTG,

Reverse-GCCGTACAGTTCCACAAAGG

Expresion de microRNAs.

Se determind la expresion de los microRNAs miR 16, miR 21, miR 103, miR 107,
miR 126, miR 142-5p, miR 145, miR 146, miR 152, miR 155, miR 182, miR 92, miR 223 y

Let-7 mediante qQRT-PCR.

El aislamiento de los microRNAs se realizo mediante kit comercial mirVana™ para
miRNA (Ambion Life Technologies, Texas, USA), siguiendo el protocolo de
enriquecimiento para RNAs de pequefio tamafio de acuerdo a las instrucciones del

fabricante. Tras homogeneizar aproximadamente 50 mg de tejido en 500 pL de buffer de
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lisis, se anadieron 50 uL. de miRNA Homogenate Additive y se procedi6 a la incubacion de
la mezcla durante 10 min a temperatura ambiente. Se afiadieron 500 pL de acido-fenol-
cloroformo y, tras agitacion en vortex durante 60 segundos, se procedio a centrifugar las
muestras a 10.000 g durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante resultante se transfiri6 a otro
tubo y se afiadid etanol al 100% en proporcion 1:3 con respecto al volumen de sobrenadante
recogido anteriormente. Tras mezclar las muestras invirtiendo varias veces el tubo, se
transfirieron éstas a otro tubo en el que previamente se habia colocado un filtro. Las muestras
se centrifugaron a 10.000g durante 15 segundos. Tras eliminacion del precipitado y posterior
adicion de 700 pL de miRNA Wash Solution 1 al filtro, se centrifugé a 10.000g durante 5
segundos. Se elimind nuevamente el eluido y se afiadieron 500 pL. de Wash Solution 2/3,
con nueva centrifugacion a 10.000g durante 5 segundos. Este lavado se repitié dos veces.
Finalmente, el filtro se transfirié a un tubo limpio, y tras afiadir 100 pL de H,O libre de
RNAsas, se centrifugd a 10.000 g durante 20 segundos. Las muestras se conservaron a -80

°C hasta las posteriores determinaciones.

Se midi6 la concentracion de 4cidos nucleicos extraidos mediante
espectrofotometria, empleando el equipo Biodrop pL (Isogen Life Science, De Meern,
Holanda). El mismo equipo se empled para determinar la pureza del RNA, a través del
analisis del ratio A 260nm / A 280 nm (ratio > 1.8), que posteriormente se confirmo6 mediante
electroforesis en gel de acrilamida al 15% siguiendo las recomendaciones del kit mirVana™

para miRNA.

Se realizo la transcripcion inversa de 350-1000 ng de microRNA utilizando el kit de
transcripcion inversa de microRNA Tagman® (Ambion Life Technologies, Texas, USA),

segun el protocolo para ensayos individuales (Custom Reverse Transcription Pools).
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Para la qRT-PCR se utilizaron 2 pL. de ¢cDNA, que se mezclaron con 1puL del
correspondiente test MicroRNA 20X. Se afiadi6 Tagman® Universal Master Mix 11
(Applied Biosystems, Warringron, UK) y se llevo a cabo la reaccién en un termociclador
7500 Fast de Applied Biosystems (Applied Biosystems, Warrington, UK), siguiendo el
siguiente protocolo de amplificacion: 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, seguido de 40
ciclos en 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 15 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C,
y 15 segundos a 95 °C. Se realizo la amplificacion del miR 92a como control interno para la
normalizacion de los resultados. Los cambios en la expresion del microRNA se analizaron

siguiendo el método 2-AACT (136).

Expresion de proteinas.

La expresion de dos citoquinas (IL-1B, TNF-a), de las isoformas endotelial e
inducible de la 6xido nitrico sintetasa (eNOS, iNOS), de dos isoformas de la hemoxigenasa
(HO-1, HO-2), y de dos proteoglicanos componentes del glicocalix (sindecan-1, heparan

sulfato), se determin6 mediante Western Blotting utilizando anticuerpos especificos.

Las muestras (50-60 mg) se homogenizaron en tampo6n de lisis [(100 mmol/L NacCl,
10 mmol/L Tris-Cl (trishidroximetilaminometano) (pH 7,6), 1 mmol/L EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) (pH 8), 1 pg/mL aprotinina, 100 pg/mL PMSF (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo)]. Tras sonicar las muestras y centrifugarlas a 10.000g durante 10
minutos a 4 °C, se recogi6 el sobrenadante y se transfirid a otro tubo. Todas las muestras se
diluyeron (1:1) con tampoén 2X (100 mmol/L Tris-HCI (pH 6,8), 4% SDS (dodecilsulfato
sodico), 20% glicerol, 0,1% azul de bromofenol, 200 mmol/L ditiotreitol) y se hirvieron 10

minutos a 100 °C. Se determiné la cantidad de proteinas mediante un kit colorimétrico



86 III. Material y Métodos.

especifico basado en el método de Lowry (DC™ Protein Assay, Bio-Rad, Mississauga,

Ontario).

Cantidades equivalentes de proteina (30 pg) de cada muestra se sometieron a
electroforesis en gel de SDS poliacrilamida al 10%. Una vez separadas, las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Mississauga, Ontario), a la que
quedan unidas irreversiblemente y donde son mas accesibles a los anticuerpos especificos.
A continuacion, las membranas se incubaron 90 minutos a 37 °C en una solucién de bloqueo
[20 mmol/L Tris (pH 7,5), 150 mmol/L NaCl, 0,01% Tween y 5% leche desnatada] para
prevenir posibles uniones inespecificas. Después, se incubaron 60 minutos a temperatura
ambiente en presencia de anticuerpos primarios especificos, para: IL-13 y TNF-a
(Peprotech, Rock Hill, USA), NOS y HO (Chemicon, UK), SYNDI1 (Proteintech, UK) y HS
(Abcam, USA). Tras varios lavados posteriores para eliminar la presencia de los anticuerpos
unidos de forma inespecifica o no unidos, las membranas se incubaron de nuevo durante 60
minutos a temperatura ambiente en presencia de un anticuerpo secundario que reconoce
inmunoglobulinas de conejo, acoplado covalentemente a una peroxidasa (horseradish
peroxidase-conjugated polyclonal anti-rabbit IgG secondary antibody, Transduction Lab,
Lexington KY). Tras un nuevo lavado de las membranas, la expresion proteica se visualizo
mediante quimioluminiscencia (ECL Plus system, Amersham Life Sciences,
Buckinghamshire, UK) en peliculas fotograficas (Amersham Life Sciences,
Buckinghamshire, UK). Las peliculas fueron posteriormente escaneadas mediante
densitometria (GS 800; Bio-Rad, Hercules, CA). Se utilizaron marcadores pre-tefiidos (All
Blue Prestained Protein Standards, Bio-Rad, Hercules, CA) en cada medida para determinar

el peso molecular de cada proteina analizada. La reproductibilidad entre ensayos se evalud
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mediante 4 experimentos independientes. Se calculd que el coeficiente de variacion (CV)

intra-ensayo fuera <5% e inter-ensayo <6%.

Niveles de enzimas antioxidantes y de 8-hidroxiguanina.

Los niveles de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT), glutation reductasa (GR) y
glutation peroxidasa (GPx) se determinaron mediante kits comerciales (Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI). El Catalase Assay Kit utiliza la funcion de peroxidacion de la CAT para su
determinacion. El método se basa en la reaccion de esta enzima con metanol en presencia de
H,0,. El formaldeido producido se puede determinar espectrofotométricamente con 4-
amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald) como cromoégeno. El Glutathione
Reductase Assay Kit determina la actividad de la enzima GR midiendo el ratio de oxidacion
de NADPH. La oxidacion de NADPH a NADP" se acompafia de una disminucién de la
absorbancia a 340 nm. Debido a que la GR estd presente en concentraciones limitadas, el
ratio de disminucion de absorbancia a 340nm es directamente proporcional a la actividad de
la enzima GR en la muestra. El Glutathione Peroxidase Assay Kit determina la actividad de
la enzima GPx de manera indirecta a través de una reaccion acoplada a la enzima GR. El
glutation oxidado (GSSQ), producido mediante reduccién de un hidroperoxido inorgénico
por la enzima GPx, es reciclado a su estado reducido por la enzima GR y NADPH. La
oxidacion de NADPH a NADP' se mide, como en el caso anterior, mediante

espectrofotometria a 340 nm.

El dafio oxidativo del RNA se determindé mediante un kit ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) que se basa en un ensayo competitivo para la determinacion

cuantitativa de 8-hidroxiguanina (8-hydroxyguanin; 8-OHG) (Cell Biolabs, Inc., CA, USA).
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El fundamento de este método se basa en la unioén especifica de la proteina contenida en la
muestra pipeteada a anticuerpos monoclonales especificos inmovilizados sobre la superficie
de placas de titulacion. Para ello, las muestras, asi como el estandar de 8-OHG, se incuban
en una placa en presencia de un conjugado 8-OHG/BSA durante 2 horas a 37 °C. Tras ello,
se lavan con tampon fosfato salino al 0,05% y se agrega el anticuerpo monoclonal para 8-
OHG conjugado con biotina y se incuban otras 2 horas a 37 °C. Tras un nuevo lavado para
eliminar la presencia de anticuerpos no unidos de forma especifica, se incuban en presencia
de un anticuerpo secundario conjugado con un complejo estreptavidina-HRP (horseradish
peroxidase). Tras otro lavado para eliminar cualquier reactivo de peroxidasa conjugada con
avidina no unido, se afiade una solucion con sustrato. Tras 10 minutos, se administra una
solucion de parada de la reaccion colorimétrica, y se cuantifican los niveles de 8-OHG
mediante espectrofotometria a 450 nm. La precision intra-ensayo fue CV% <8% y la inter-

ensayo CV% <10%.
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Analisis estadistico.

Se realizaron comparaciones entre ambos tipos de donantes, analizdndose cada
pardmetro por separado. Para identificar diferencias entre grupos se empled un test no
paramétrico para muestras independientes (test U de Mann-Whitney). El andlisis estadistico
se realizd con el programa informatico SPSS 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) para
Microsoft Windows. Se considerd como significativo un intervalo de confianza del 95%.

Los resultados se expresan como media =+ error estandar de la media (EEM).
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Expresion de mediadores inflamatorios.

Interleuquina 1P (interleukin 1f; IL-1B). Se observé una disminucion significativa
tanto en la expresion de mRNA (p<0,01) (Figura 1A) como en la expresion de proteinas

(p<0,05) (Figura 1B) de IL-1p en los UNHBDs, en comparaciéon con los BDDs.

Factor de necrosis tumoral a (tumor necrosis factor a; TNF-a). Se obtuvieron
resultados parecidos, con niveles significativamente menores de mRNA (p<0,001) (Figura
1C) y de proteina (p<0,01) (Figura 1D) de TNF-a en los UNHBDs, en comparacion con los

BDDs.

Interleuquina 6 (interleukin 6; 1L-6). Igualmente, los niveles de mRNA (p<0,0001)

de IL-6 fueron significativamente menores en los UNHBDs (Figura 1E).

Interleuquina 10 (interleukin 10; IL-10). Se observaron expresiones similares de

mRNA de IL-10 tanto de UNHBDs como de BDDs (Figura 1F).
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Figura 1. Expresion de mRNA y proteinas de mediadores inflamatorios.

IL-1B (A y B), TNF-a (C y D), IL-6 (E) e IL-10 (F) de los UNHBDs y los BDDs,
determinados mediante qRT-PCR o WB segtn estuviese indicado. * p<0.05 vs. BDD.
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Expresion de marcadores de estrés oxidativo.

Expresion de enzimas de estrés oxidativo.

Oxido nitrico sintasa (nitric oxide synthase; NOS). La expresion de mRNA de la
isoforma endotelial de la NOS (eNOS) fue significativamente mayor en los UNHBDs, en
comparacion con los BDDs (p<0,01) (Figura 2A). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en la expresion de proteina de eNOS (Figura 2B). Se obtuvieron resultados
opuestos en las determinaciones de la isoforma inducible de la NOS (iNOS). Asi, se
observd un descenso muy significativo de la expresion de proteina de iNOS en los UNHBDs
(p<0.0001) (Figura 2D), mientras que no hubo diferencias significativas en la expresion de

mRNA de esta isoforma en ambos grupos (Figura 2C).

Hemoxigenasa (heme oxigenase; HO). Se observo una disminucion significativa en
la expresion de mRNA de la isoforma 1 de la HO (HO-1) en los UNHBDs, en comparacion
con los BDDs (p<0,01) (Figura 2E). Sin embargo, los niveles proteicos de esta enzima
fueron similares en ambos grupos (Figura 2F). De manera analoga a lo observado con las
isoformas de NOS, también se obtuvieron resultados opuestos en las determinaciones de la
isoforma 2 de la HO (HO-2), en comparacion con los obtenidos con HO-1. Asi, se observo
una expresion de proteina significativamente menor de HO-2 en los UNHBDs (p<0,01)
(Figura 2H), mientras que la expresion de mRNA fue comparable en ambos tipos de

donantes (Figura 2G).
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Figura 2. Expresion de mRNA y proteinas de enzimas de estrés oxidativo.

eNOS (A y B), iNOS (Cy D), HO-1 (Ey F) y HO-2 (G y H) de los UNHBDs y los BDDs,
determinados mediante qRT-PCR o WB segun indicado. * p<0.05 vs. BDD.
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Actividad de enzimas antioxidantes.

Catalasa (catalase; CAT), glutation reductasa (glutathione reductase; GR) y
glutation peroxidasa (glutathione peroxidase; GPx). No se observaron diferencias

significativas en los niveles de estas enzimas antioxidantes en los UNHBD, en comparacion

con los BDD (Figura 3).

Figura 3. Actividad enzimatica antioxidante.

Actividad de CAT (A), GR (B) y GPx (C) de los UNHBDs y los BDDs, determinada
mediante kits especificos. * p<0.05 vs. BDD.
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Niveles de otros marcadores de estrés oxidativo.

8-hidroxiguanina (8-hydroxyguanine; 8-OHG). Se observaron niveles
significativamente menores de 8-OHG en el pancreas de los UNHBDs, en comparacion con

los BDDs (p=0,0002) (Figura 4).

Figura 4. Niveles de 8-hidroxiguanina.

8-OHG de los UNHBDs y los BDDs, determinada mediante ELISA. * p<0.05 vs. BDD.
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IV. Resultados.

Expresion de marcadores de apoptosis.

Bax y Bcl-2. No se observaron diferencias significativas en la expresion de mRNA

ni del marcador proapoptdtico Bax ni del marcador antiapoptotico Bel-2 en ambos tipos de

donantes (Figura 5).

Figura 5. Expresion de mRNA de marcadores de apoptosis.
Bax (A) y Bcl-2 (B) de los UNHBDs y los BDDs, determinados mediante qRT-PCR.

* p<0.05 vs. BDD.
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Perfil de microRNAs.

El perfil de microRNAs obtenido fue diferente en el pancreas de los UNHBDs frente
al obtenido en el pancreas de los BDDs. Concretamente, se observd un descenso
significativo de algunos (miR 103, miR 126 y miR 152) (p=0,027, p=0,041 y p=0,049,
respectivamente) en los UNHBDs (Figura 6). Mientras que otros (Let-7, miR 16, miR 145,
miR 182 y miR 192) (p=0,034, p=0,018, p=0,002, p=0,0002, y p=0,028, respectivamente)
presentaron un incremento significativo en los UNHBDs, en comparacion con los BDDs
(Figura 7). Por altimo, algunos microRNAs (miR 21, miR 107, miR 142-5p, miR 146, miR
155 y miR 223) no mostraron diferencias significativas entre los dos grupos de donantes

(Figura 8).

Figura 6. Expresion de microRNAs.

Expresion de miRNAs, determinada mediante qRT-PCR. Los miRNAs disminuidos en los
UHBDs en comparacion con los BDDs fueron: miR 103 (A), miR 126 (B) y miR 152 (C).
* p<0.05 vs. BDD.
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IV. Resultados.

Figura 7. Expresion de microRNAs.

Expresion de miRNAs, determinada mediante qRT-PCR. Los miRNAs aumentados en los
UHBDs en comparacion con los BDDs fueron: Let-7 (A), miR 16 (B), miR 145 (C), miR

182 (D) y miR 192 (E). * p<0.05 vs. BDD.
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Figura 8. Expresion de microRNAs.

Expresion de miRNAs, determinada mediante qRT-PCR. Los miRNAs sin diferencias
significativas entre ambos grupos de donantes fueron: miR 21 (A), miR 107 (B), miR 142-
5p (C), miR 146 (D), miR 146 (E) y miR 223 (F). * p<0.05 vs. BDD.
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Expresion de marcadores de degradacion del glicocalix.

Sindecan-1 (syndecan 1; SYND1), y heparan sulfato (heparan sulphate; HS). Se
observé una concentracion significativamente mayor de SYNDI en el pancreas de los
UNHBDs, en comparacion con el de los BDDs (p<0,01). Sin embargo, no se observaron

diferencias significativas en los niveles de HS (Figura 9).

Figura 9. Expresion de proteinas marcadoras de dafio del glicocalix.

SYNDI1 (A) y HS (B) de los UNHBDs y los BDDs, determinados mediante WB. * p<0.05
vs. BDD.
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Los UNHBDs representan una gran oportunidad para incrementar el pool de
donantes y asi hacer frente a la escasez de 6rganos disponibles para trasplante. No obstante,
este tipo de donacion requiere una infraestructura compleja y apoyo tanto a nivel popular
como legislativo, lo cual dificulta el desarrollo de programas clinicos estables y eficientes.
Si bien los resultados obtenidos hasta la fecha en relacion al trasplante de distintos 6rganos
solidos procedentes de la UNHBD son alentadores, poco se ha esclarecido acerca del dafio
tisular real presente en los 6rganos obtenidos, en especial el pancreas, de los donantes tipo
2 de Maastricht. Es, incluso, todavia mayor la falta de conocimiento acerca del dafio

especifico ejercido sobre los islotes pancreaticos procedentes de la UNHBD.

El trasplante de 6rganos procedentes de UNHBDs se desarrolla bajo condiciones
desfavorables que pueden afectar no solo la viabilidad de los 6rganos trasplantados y los
resultados clinicos inmediatos, sino que también estan relacionadas con el desarrollo de
complicaciones tardias. Si bien la obtencion de 6rganos de BDDs se realiza en un ambiente
proinflamatorio deletéreo asociado a la ME, los injertos de la NHBD estdn también
expuestos a estimulos que han sido identificados como desencadenantes de respuestas
inflamatorias inmediatas, estrés oxidativo y fenomenos de apoptosis (137). Este escenario
adverso podria explicar las tasas mayores de disfuncion primaria del injerto tradicionalmente
observadas en todos los tipos de NHBD (138). Adicionalmente, las complicaciones a largo
plazo observadas tras el trasplante de UNHBDs, como la estenosis biliar y el sindrome de
bronquiolitis obliterante, podrian también estar relacionadas con esos eventos

fisiopatologicos perniciosos (139, 140).

En Espafa, con vistas a aumentar el numero de organos disponibles, se han
desarrollado varios programas de trasplante de 6rganos utilizando NHBDs. Asi, este tipo de

donacion represent6 en 2016 el 24,4% del total de donantes fallecidos (29). En este sentido,
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se ha observado que la supervivencia y la funcion a largo plazo del injerto renal procedente
de la UNHBD son comparables a las del obtenido de la BDD (141). Ademads, se han
evidenciado resultados a medio y largo plazo prometedores tanto de trasplantes hepaticos
como pulmonares de UNHBDs (139, 142, 143). Més aun, el éxito obtenido a la hora de
llevar a cabo el aislamiento tanto de hepatocitos como de islotes pancreaticos de CNHBDs
(144, 145) sugiere que los UNHBDs podrian ser también una fuente importante de trasplante

no solo de 6rganos sino también de trasplante celular.

Si bien en el momento actual los NHBDs no se consideran adecuados en la practica
clinica habitual para el trasplante de pancreas, podrian suponer una fuente significativa de
tanto del 6rgano solido (57-60) como de islotes pancreaticos (61, 62). En relacion con los
segundos, en 1994, Rilo et al. aislaron por primera vez islotes de pancreas de un NHBD
humano (146), aunque no prosiguieron su investigacion a posibles aplicaciones clinicas de
los mismos. Posteriormente, el grupo de trabajo de la Universidad de Leicester (147) y el de
la Universidad de Pennsylvania (61) demostraron por separado cémo los NBHD
representaban una alternativa mas que posible para la obtencion de islotes pancreaticos. Este
ultimo grupo efectué ademas el primer TIP de un NHBD a un paciente con DMI,
protagonizando asi un hito en la historia del trasplante con NHBD. Poco después comenz6
su andadura el grupo de trabajo japonés conocido como el “Kyoto group”, que llevo a cabo

el primer TIP de NHBD en Japon en 2004 (148).

Sin embargo, la posible utilizaciéon de pancreas procedentes de UNHBDs para el
trasplante de 6rgano solido o de islotes pancreaticos sigue siendo objeto de discusion. En
este sentido, aunque la mayoria de los trabajos se han centrado en el estudio de la respuesta
inflamatoria, el estrés oxidativo y la apoptosis en la NHBD tipos 3 y 4, poco se ha esclarecido

en relacion con el dafio 6rgano-especifico de estos fenomenos en la UNHBD. Menos aun se
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ha descrito la influencia de otros marcadores mas sensibles, como los microRNA o la
degradacion del glicocélix endotelial, en este contexto. De esta manera, si bien los resultados
obtenidos en los trasplantes de 6rganos procedentes de UNHBDs son prometedores, poco se
sabe acerca de las circunstancias especificas en que se obtienen los 6rganos, en especial el

pancreas, de este tipo de donantes.

Conceptualmente, la pérdida precoz de islotes tras el implante es el producto de una
suma multifactorial en la que la RII es el factor mas importante. El proceso de la donacion
activa fendmenos intimamente relacionados con la respuesta inflamatoria, asi como con las
consecuencias de la I/R. En este sentido, los 6rganos procedentes de NHBDs presentan
ventajas frente a los procedentes de BDDs o caddveres “a corazon latiente”. Estos tltimos,
si bien presentan un mejor control de los tiempos de isquemia, pueden experimentar una
“tormenta de citoquinas” (149), con liberacién de sustancias inflamatorias que dafian el
endotelio vascular, y subsecuentemente los organos. Los oOrganos procedentes de los
NHBDs, por el contrario, podrian experimentar menor dafio secundario a la “tormenta
inflamatoria” tipicamente asociada a la ME. Sin embargo, no se controla tanto el fenomeno
de I/R. Més aun, tanto el tejido pancreatico endocrino como el exocrino son fuentes
importantes de citoquinas durante la respuesta inflamatoria aguda secundaria al trasplante
de tejido pancreatico. Multiples factores, como la duracién de la isquemia, contribuyen a la
activacion de las vias de sefializacion inducidas por estrés y a la generacion de mediadores
inflamatorios (150). Finalmente, las condiciones de extraccion del 6érgano, de aislamiento de
los islotes y de conservacion previos al propio trasplante modulan también las consecuencias
de la liberacion de mediadores. En definitiva, si bien trabajos experimentales previos han
mostrado como la ME puede disminuir el nimero de islotes aislados debido a una liberacion

masiva de citoquinas y quimioquinas (151), el impacto de esta liberacion en los injertos
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pancreaticos de UNHBDs no se ha estudiado exhaustivamente todavia. El objetivo de este
estudio es, precisamente, evaluar la viabilidad del tejido pancreético obtenido de la UNHBD.
Para ello, se ha comparado la expresion diferencial de distintos marcadores biomoleculares

en el pancreas de los UNHBDs frente al de los BDDs, considerados de referencia.

En la primera fase de este estudio (152), el pancreas de los UNHBDs mostr6 una
expresion menor de todas las citoquinas proinflamatorias determinadas. Mas atn, los valores
generales de los indicadores de dafio oxidativo y los marcadores de apoptosis fueron, al
menos, comparables a los obtenidos en los BDDs. Estos hallazgos son particularmente
interesantes, ya que tanto el trasplante de pancreas completo como el TIP, y por ende la
supervivencia subsecuente del injerto correspondiente, se ven seriamente afectados en

estados proinflamatorios.

La inflamacién es el denominador comin de multiples condiciones patoldgicas,
incluidas la DM1 y la DM2. Se ha vinculado una plétora de mediadores proinflamatorios
con la toxicidad ejercida sobre la célula B y el deterioro subsecuente de su funcion (153).
Contribuye, ademas, como se ha comentado previamente, al rechazo inmune tras el
trasplante. La RII generada en el microambiente del injerto desencadena respuestas inmunes
adaptativas, que ejercen una influencia negativa sobre la supervivencia de éste (154). La
liberacion incrementada, local y sistémica, de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e
IL-1, y los eventos proapoptoticos, desencadenan diferentes fenomenos de dafio tisular tras
el trasplante de un organo abdominal, por efectos directos o indirectos como la
magnificacion del estrés oxidativo (155, 156), que conducen a la disfuncion primaria tras el

trasplante.

La disminucion en la expresion pancreatica tanto de mRNA como de proteinas de

varias de las principales citoquinas proinflamatorias (IL-1p, TNF-a e IL-6) observada en
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este estudio en los UNHBDs, en comparacion con los BDDs, resultaria favorable para la
viabilidad de las células B (157). De estas citoquinas, IL-1B, cuyos niveles se elevan
precozmente tanto en el trasplante de pancreas solido, fundamentalmente tras la reperfusion
(158), como en el TIP, es la que mas influye en la destruccion especifica de las células 3
(155, 159). El mecanismo por el cual la IL-1f induce la disfuncion y eventual destruccion
de las células pancredticas es multimodal. Por un lado, IL-1p disminuye significativamente
la expresion tanto del receptor GLUT-2, imprescindible para el transporte de la glucosa a
través de la membrana celular, como de la glucoquinasa. La down-regulation de GLUT-2
conlleva una mala deteccion de glucemias elevadas por parte del islote y asi una inadecuada
secrecion insulinica. Por otro lado, la union a IL-1R activa a IRAK1, que a su vez activa al
TRAF6, que degrada al inhibidor de NF-«B (inhibitor of kappa B; IkB). Asi, NF-kB queda
libre y activo, promoviendo la transcripcion de los genes de la propia IL-1, pero también de
TNF-a, IL-6, ICAM-1 e iNOS, entre otros. Por tanto, parece 16gico que el bloqueo ya no de
la propia IL-1p sino del NF-xB sea una potencial diana terapéutica para la prevencion del

fallo primario del injerto.

Ademas, en este estudio, la ausencia de diferencias sustanciales en los niveles de
mRNA de la citoquina antinflamatoria IL-10 entre ambos tipos de donantes indicaria la

indemnidad del potencial de reparacion tras el dafio inducido por I/R (160, 161).

Por otro lado, en situaciones de RII, la liberacion de mediadores proinflamatorios por
los macréfagos, los linfocitos T activados y el propio pancreas, promueve la expresion de
iNOS (162). La subsecuente produccion local incrementada de NO, con efectos citotdxicos,
y procedente sobretodo de la activacion de esta isoforma, es uno de los mecanismos mas
estudiados en el fracaso primario tras el trasplante. El NO en grandes cantidades puede

provocar, entre otros, la inhibicion de enzimas implicadas en la respiracion mitocondrial, la
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union a los clusters de hierro-sulfato (FeS) de enzimas como la aconitasa, y la fragmentacion
del DNA. En este sentido, el aumento de la expresion de mRNA de eNOS y la disminucion
de la expresion de proteina de iNOS observados en este estudio en los UNHBDs podrian
indicar un dafio oxidativo moderado o compensado. Esta cuestion es de especial relevancia,
ya que la sobreexpresion pancreatica de iNOS se ha relacionado con la apoptosis de las
células acinares y el rechazo agudo en modelos animales (163), y juega un papel importante

en el dafio agudo por hipoxia sobre las células B pancreaticas (164).

En cuanto a la produccion de CO, en este estudio se observo una expresion de
proteina equivalente de HO-1 con unos niveles de mRNA disminuidos, y una proteina HO-
2 disminuida sin cambios en la expresion de mRNA. Este hallazgo podria indicar la
alteracion de algunos mecanismos citoprotectores, ya que la HO-1 juega un papel clave en
la recuperacion pancreatica tras la I/R y en la supervivencia del injerto (165-167). Se ha
demostrado que la induccion de esta isoforma mejora el cuadro clinico del rechazo, con un
perfil de mediadores de la inflamaciéon mas favorable (167). De este modo, la expresion
disminuida de HO-1 podria estar asociada a una respuesta antiinflamatoria menos efectiva
en presencia de un ambiente dafiino persistente. Ademas, en modelos de TIP, tanto el CO
como la induccién de la HO-1 indujeron proteccion frente a la apoptosis (168). Por otro lado,
poco se sabe en relacion con la regulacion de la expresion de la isoforma constitutiva HO-2
a nivel pancreatico, tanto en situacion basal como en condiciones patologicas (169) o tras
trasplante. Aunque la expresion disminuida de la proteina podria a priori indicar un dafio
isquémico mayor y/o una respuesta antioxidante deficiente, se ha sugerido que la expresion
reducida de HO-2 tras hipoxia en distintas lineas celulares podria representar un mecanismo

adaptativo que contribuiria a preservar los niveles del grupo hemo intracelular (170).
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La I/R provoca un incremento en la produccion de radicales libres, una disminucion
de la capacidad antioxidante y la activacion del sistema HO. En cualquiera de los casos, en
este estudio, la capacidad global de respuesta podria estar mantenida, al haberse observado
en el pancreas de los UNHBDs una actividad enzimética antioxidante y una expresion de

marcadores apoptoticos similares a los observados en el de los BDDs.

Dentro de los multiples mecanismos etiopatogénicos de la DM, la destruccion de las
células B como resultado de una sobreproduccion de ROS a raiz de la activacion de la
respuesta inflamatoria es uno de los mas importantes. De hecho, las células de los islotes
pancredticos son especialmente sensibles al estrés oxidativo, ya que poseen
constitutivamente niveles mas bajos de enzimas antioxidantes como SOD, CAT y GPx
(171). Incluso, se ha relacionado la presencia de polimorfismos con menor actividad del
complejo GR/GPx con un aumento de la susceptibilidad de padecer DM2 (172). Ademas, la
glucosa, la glucosa 6-fosfato y la fructosa provocan una inhibicion “tiempo-dependiente” de
la actividad GR; lo cual sugiere que la GR es una de las proteinas susceptible de ser
glicosilada como consecuencia del mal control metabolico (173). De esta manera, la
actividad semejante, en ambos tipos de donantes, de las enzimas antioxidantes CAT, GR y
GPx, con un papel clave en la correccion del dafio celular secundario a I/R, indicaria una

actividad citoprotectora de neutralizaciéon de ROS conservada.

Adicionalmente, en la segunda fase de este estudio se observaron niveles
pancreaticos disminuidos de 8-OHG en los UNHBDs, en comparacion con los de los BDDs,
lo cual sugeriria un menor dafio oxidativo del DNA. La 8-OHG se ha propuesto como
potencial marcador sérico de alteracion del DNA secundaria al estrés oxidativo en la DM, al
haberse observado que los pacientes con DM2, especialmente aquellos con complicaciones

microvasculares avanzadas, presentan niveles séricos mayores de 8-OHG (174).
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Finalmente, las citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1p, asi como el NO y
otros radicales libres generados por los macréfagos, pueden inducir tanto apoptosis como
necrosis, siendo la apoptosis la forma predominante en los islotes humanos (175). Aunque
los mecanismos de transduccion que median esta respuesta celular a las condiciones de estrés
no son totalmente conocidos, una via comun es la reduccion dependiente de NO en la
expresion de la variante antiapoptotica del gen Bcl-2 (176). Otros fendmenos observados
son cambios en la actividad de quinasas y/o fosfatasas (177), y la activacion de factores de
transcripcion inactivos en citosol como el NF-kB y STAT1 (178). Ademas, las citoquinas
podrian inducir directamente la muerte de las células B (179, 180), o contribuir a la muerte
celular por regulacion de la expresion de factores implicados en la apoptosis, como Fas (175,
180, 181). En este estudio, la ausencia de diferencias significativas en la expresion de mRNA
de Bax y Bcl-2 indicaria que el dafio apoptdtico observado en el pancreas de los UNHBDs,

frente al de los BDDs, seria aceptable.

El papel emergente de los miRNAs como reguladores principales de la expresion
génica ha abierto nuevas formas de entendimiento de las respuestas celulares a diferentes
condiciones de estrés. Asi, se estd investigando el rol de los miRNAs en la inmunidad del
aloinjerto, especialmente la que conduce al rechazo del 6rgano trasplantado. En este sentido,
no se disponen en la literatura de trabajos comparativos sobre miRNAs de pancreas de la
UNBHD frente a aquéllos procedentes de la BDD, por lo que este estudio permitiria

incrementar notablemente nuestro conocimiento sobre la calidad de estos tejidos.

Los miRNAs juegan un papel esencial en la secuencia de eventos que suceden al
trasplante, incluyendo el rechazo del aloinjerto, la recurrencia de la enfermedad y el
desarrollo de tumores, con el subsiguiente impacto en el prondstico del paciente (122). Cada

vez se dispone de mayor evidencia que indica que estas secuencias de nucledtidos
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desempefian una funcién clave en los multiples mecanismos celulares e inmunolédgicos que
regulan el rechazo al 6rgano trasplantado (182). El silenciamiento de genes especificos por
los miRNAs regula, en términos de desarrollo de inmunidad innata, de inflamacién, de
diferenciacion celular T y B, de desarrollo de autoinmunidad, y de sefializacion TLR, las
vias de respuesta inmune implicadas en las distintas etapas del rechazo del aloinjerto (108,
183-185). Los miRNAs también desempefian un papel en el desarrollo de complicaciones
posttransplante como la fibrosis, la cirrosis o la carcinogénesis, que pueden conllevar la
pérdida del injerto. De esta manera, los avances recientes en los métodos de deteccion y
cuantificaciéon de miRNA en biopsias tisulares, asi como en muestras séricas y urinarias, han
conducido a la identificacién de perfiles de miRNAs especificos en los pacientes que
desarrollan rechazo del injerto y se han empleado para predecir el estado del aloinjerto y su

supervivencia a largo plazo.

En el contexto especifico de la inmunobiologia de los islotes, los miRNAs son
potentes marcadores de la viabilidad y la calidad de éstos. De este modo, se plantea que la
modulacion de la expresion de miRNAs especificos en el microambiente del trasplante
podria contribuir a mejorar la implantacion de los islotes y promover asi la funcionalidad de
éstos a largo plazo (186). Como ejemplo de la complejidad de esta regulacion
posttranscripcional, en un modelo de TIP en ratas, 26 miRNAs fueron regulados
diferencialmente de una manera citoquinas/NF-kB-dependiente, y se identificaron 238 genes

como potenciales dianas de estos miRNAs (187).

Por otro lado, investigaciones sucesivas han ido elucidando el papel de los miRNAs
en la etiopatogenia de la DM (188, 189), dado que condicionan la sensibilidad a la insulina

(190, 191), la produccion (192) y la secrecion de la misma (193), e igualmente modulan la
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respuesta inmunitaria frente a los islotes pancreaticos y el desarrollo de complicaciones

metabolicas como la obesidad (194, 195).

En la segunda fase de este trabajo se compard la expresion de miRNAs de pancreas
obtenidos de la UNHBD de la de pancreas de la BDD. Se investigaron 14 miRNAs
comunmente implicados en los procesos inflamatorios, sugiriendo su asociacion con el
mecanismo molecular vinculado al rechazo del injerto. Ademas, algunos de los miRNAs
investigados también se han relacionado en estudios previos con la fisiopatologia de la DM.
De esta manera, en el presente estudio, algunos miRNAs incrementaron (up-regulation) su
expresion (miR 16, miR 145, miR 182, miR 192 y Let-7), mientras que otros la disminuyeron
(down-regulation) (miR 103, miR 152 y miR 126). Por ultimo, hubo un grupo de miRNAs
(miR 21, miR 107, miR 142-5p, miR 146, miR 155 y miR 223) en los cuales no se

evidenciaron diferencias significativas en su expresion en los UNHBDs y los BDDs.

Se ha demostrado que distintos miRNAs pueden presentar una correlacion positiva
(miR 142-5p, miR 155 y miR 223) o negativa (miR 21, miR 146 y Let-7) con distintos
eventos de las cascadas inflamatorias. Asi, en los procesos inflamatorios, se observa un
aumento de algunos miRNAs en relacion con la liberacion de citoquinas proinflamatorias

como TNF-a e IL-1f3 (114, 196).

El LPS bacteriano induce la expresion de miR 146a/b y miR 155, que se han
propuesto, asi, como biomarcadores en la sepsis, y que mantuvieron en este estudio niveles
semejantes en el pancreas de la UNHBD y la BDD. En esta via de activacion de la inmunidad
innata, NF-xB regula la sefializacion de citoquinas mediada por TLRs a través de la

induccion de miR 146 (197). A su vez, miR 146 establece un feedback negativo sobre IL-1f3

y TNF-a, disminuyendo la expresion de IRAK y TRAF6, que son componentes de la cascada
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de sefializacion de TLR4 (197, 198). Por otro lado, miR 146a controla las respuestas Thl a
través de su diana SOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1), un regulador negativo de la
fosforilacion de STATI en la via de sefalizacion del receptor de IF-y. De este modo, la
deficiencia de miR 146a resulta en una produccién incrementada del mediador
proinflamatorio IF-y, con alteracion de la capacidad para preservar la tolerancia

inmunolégica, conduciendo a enfermedades autoinmunes (199).

El LPS regula, a través de Aktl, la expresion de Let-7, que reprime TLR4, y la de
miR 155, que reprime SOCS1. Ambos genes, TLR4 y SOCSI, estan implicados en la
senalizacion TLR inducida tras LPS (200). La familia Let-7 también influiria en el control
post-transcripcional de la respuesta innata al favorecer la inhibicion de la expresion de IL-6
e IL-10 (201, 202). De esta manera, la mayor expresion de Let-7 en el pancreas de los
UNHBDs en este estudio, estaria en consonancia con los menores niveles observados del

mRNA de dicha citoquina.

Por su parte, miR 155 participa en la maduracion de las células dendriticas a través
de su diana directa PU.1, una proteina implicada en la expresion de moléculas de adhesion
intercelular especificas (203). Ademas, miR 155 inhibe la via inflamatoria de TLR/IL-1 en
las células dendriticas en respuesta a estimulos microbianos (204). La inhibicion de PU.1
por miR 155 también estd implicada en la produccién de anticuerpos de alta afinidad por las
células B (205). Igualmente, miR 155 participa en la regulacion de la diferenciacion celular
Th1/Th2 (206, 207). En un modelo en raton de trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas, miR 155 estaba sobreexpresado en la enfermedad de injerto contra
huésped aguda (208). Por ultimo, los ratones deficientes en Dicer, la endonucleasa tipo
RNasa III que escinde los pre-miRNAs hacia miRNAs maduros, desarrollan una

autoinmunidad fatal, similar al fenotipo Foxp3 knock out, lo cual sugiere un papel de los
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miRNAs en la regulacion Treg (209, 210). Foxp3 regula niveles elevados de miR 155 y su
deficiencia en Tregs conduce a la expresion incrementada de SOCS1 y a la activacion

disminuida de STATS (211).

El LPS también induce la expresion de miR 21, de manera NF-kB-dependiente con
la colaboracion de MyD88. Por su parte, miR 21, que también mantuvo niveles comparables
en los UNHBDs y los BDDs en este estudio, inhibe la expresion de la proteina
proinflamatoria supresora de tumores 4 (pro-inflammatory protein programmed cell death
4; Pdcd4), activadora de la via NF-xB, lo cual finalmente resulta en el incremento de la
produccion de la citoquina antiinflamatoria IL-10 (212). En este sentido, la inhibicion de
Pdcd4 via miR 21 ha sido propuesta como un modelo de prevencion de la DM1 en roedores
(213). Por otro lado, se ha observado una induccién de miR 21 en modelos in vitro de células
tubulares renales de raton tras exposicion a isquemia, y como la supresion de este miRNA

aumenta la tasa de muerte celular (214).

En un estudio con aloinjertos renales humanos, Anglichealau et al. proponen un valor
diagnostico para el rechazo agudo, con altas sensibilidad y especificidad, de los niveles de
miR 142-5p y miR 223, entre otros. Asi, la sobreexpresion de estos miRNAs, al estar
asociada a mayores niveles de los mRNA de CD3 y CD20, sugeriria una mayor infiltracion
del injerto por células inmunes (215). La expresion semejante de miR 142-5p y miR 223 en
los pancreas de los UNHBDs y los de los BDDs sugeriria una probabilidad similar de

desarrollar un rechazo agudo.

Se ha observado una disminucion de la expresion de miR 16 en la respuesta del
organismo a la hipoxia (216). Este factor es de suma importancia, en tanto que esta respuesta
estd intimamente ligada al proceso de angiogénesis (217), que a su vez es fundamental para

el mantenimiento de un correcto microambiente que garantice la supervivencia del injerto
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(218). De este modo, miR 16 juega un papel clave en tanto que su inhibicioén favorece la
expresion de VEGF (219), el cual constituye uno de los principales estimulos de la
angiogénesis. Asi, el incremento en su expresion en el pancreas de los UNHBDs resultaria
perjudicial para el resultado del trasplante, en tanto que dificultaria la correcta

vascularizacion del injerto (220).

Por otro lado, la expresion disminuida de miR-126 podria contrarrestar el efecto
previo, en términos de vasculogénesis. miR-126 se expresa Unicamente en células
endoteliales, presentes en, desde capilares hasta grandes vasos. Actiia sobre distintos
transcriptos para regular la angiogénesis. Una de sus principales dianas es EGFL7
(epidermal growth factor-like domain 7), un dominio tipo factor de crecimiento con una alta
expresion tanto en células endoteliales vasculares como en tejidos altamente vascularizados,
cuyos niveles proteicos disminuirian en presencia de miR 126 (221). La proteina EGFL7
desempefaria un papel especifico en el control de la vasculogénesis, y se encontraria

sobreexpresada en varios tejidos adultos proliferativos, incluyendo los tumores (222, 223).

Los miembros de la familia miR 148/152, entre los que se incluye miR 152,
contribuyen a regular la proliferacion celular y, asi, el crecimiento y el desarrollo de los
tejidos normales (224). De esta manera, se ha sugerido que estos miRNAs pueden actuar
potencialmente como oncogenes y como genes supresores de tumores. Ademads, se ha
observado una expresion aberrante de los miembros de esta familia en patologias tanto
neoplésicas como no neoplésicas, incluida la DM1 (225). La expresion de los miembros de
la familia miR 148/152 estaria regulada negativamente por metilacion a nivel de sus islas
CpG. La interaccion entre la metilacion del DNA y los miembros de la familia miR 148/152
se estableceria a través de su principal gen diana, DNMT1/3b, un gen clave en la metilacion

de DNA. Asi, la expresion de DNMT1/3b, que favoreceria la metilacion del DNA, quedaria
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inversamente restringida a los niveles de miR 148a/152. Esto, a su vez, favoreceria la

sobreexpresion de DNMT1/3b (224).

Por otro lado, la pérdida de miR-192 actia como factor desencadenante de la
nefropatia diabética, por ser un potente estimulo fibrogénico (226). De este modo, el
incremento de su expresion en este estudio sugeriria un papel protector frente al desarrollo

de esta complicacion (227).

El descenso de miR 182 es caracteristico en los pacientes con DM2. Este descenso,
a través de una menor inhibicion de la expresion de los genes FOXO1 y BHLHE22, est4
intimamente ligado a la adquisicion de resistencia a la insulina y a la disminucion de la
funcion de las células . Ademads, generaria una tendencia proapoptdtica, via una inhibicion
reducida de Bax y Bcl-2, que condicionaria en ultima instancia el destino de las células
trasplantadas al paciente (228). Asi pues, el incremento en su expresion en los pancreas de
los UNHBDs actuaria como factor protector del fallo primario del injerto, aumentando la

sensibilidad a la insulina y disminuyendo el riesgo de fallo del injerto.

Por su parte, también se ha relacionado miR 145 con la sensibilidad a la insulina. La
expresion de este miRNA es inversamente proporcional a distintos mRNA intimamente
ligados con la resistencia insulinica, tales como la miosina-5A (myosin-54; MYOS5A), la
lisil-oxidasa (lysyl oxidase; LOX) o el activador del ganglidosido GM2 (ganglioside activator
GM2; GM2A). En consecuencia, se ha demostrado como la sobreexpresion de miR-145
disminuye notablemente la expresion in vitro de los productos de estos tres mRNA,
favoreciendo asi la sensibilidad a la insulina (229). Por lo tanto, el incremento en su
expresion observado en este estudio en los pancreas de UNHBDs favoreceria la viabilidad

del injerto, dado que se veria favorecida la insulino-independencia del paciente trasplantado.
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Si bien la obesidad y la resistencia a la insulina estan relacionadas (230, 231), ambas
pueden ocurrir con independencia de la otra, sugiriendo factores etiologicos tanto
compartidos como diferenciales. La expresion de los miRNAs paralogos 103 y 107 esta
incrementada en el raton obeso (232). Modelos experimentales han mostrado como el
silenciamiento de miR 103/107 en ratones ob/ob conduce a un incremento de la sensibilidad
de la insulina en los adipocitos y a una mejora del control glucémico. Por el contrario, una
ganancia de funcidon en este miRNA tanto en higado como en tejido adiposo favorece la
creacion de condiciones diabetogénicas que alteran la homeostasis de la glucosa en el
organismo (233). El gen de la caveolina-1 (caveolin-1; Cav-1), componente de un importante
mediador de la sefializacion intracelular de la insulina, ha sido identificado como la diana de
miR 103 (234). Esta proteina incrementa su expresion en respuesta a la inactivacion de miR
103/107 en los adipocitos, lo cual conduce a la ulterior estabilizacién del receptor de
insulina, viéndose asi reforzada las vias de senalizaciéon del mismo, con la consiguiente
disminucién de tamafio del adipocito e incremento de la toma de glucosa por el mismo. Si
bien se ha considerado que estos miRNAs presentan una homologia estructural casi completa
sin grandes diferencias en su expresion, habiéndose denominado en consecuencia
“paralogos” (235), este estudid evidencid expresiones diferenciales en los UNHBDs vs. los
BDDs, no paralelas, de uno y otro. En consecuencia, en presencia de niveles semejantes de
miR 107 en ambos tipos de donantes; adicionalmente, el decremento de miR 103 observado

en los pancreas de la UNBHD facilitaria la insulino-independencia del paciente trasplantado.

Finalmente, ademés de Pdcd4, otra diana potencial de miR 21, es el gen Piccolo
(Pclo). Pclo actuaria como sensor de Ca2+ durante el proceso de secrecion de insulina PKA-
independiente via cAMP. De este modo, la inhibicién de Pclo por miR-21 interferiria con

secrecion de insulina via cAMP (187, 236).
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Como se comento previamente, el dafio inducido por la I/R es una de las principales
causas del fallo primario del injerto. Aunque la gravedad del dafio secundario a la I/R varia
en los diferentes tejidos, un componente comun de este proceso patoldégico en todos los
organos es la disfuncion microvascular (237, 238). Si bien la patogénesis de la I/R no se ha
esclarecido completamente, estudios tanto a nivel clinico como experimental han mostrado
que la degradacion del EGL podria desempefiar un papel clave en el dafio secundario a la
I/R (128, 239, 240). Se ha sugerido que estos efectos podrian estar modulados por un
complejo sistema de sefiales intracelulares, sensible a cambios en los niveles de los
mediadores de la inflamacion, incluidas las citoquinas, y/o a estrés oxidativo. Asi, se ha
propuesto que el estimulo proinflamatorio inducido por citoquinas provocaria la pérdida de
integridad del EGL (241, 242). También se ha descrito la degradacion del EGL con niveles
de oxigeno disminuidos. No obstante, poco se ha esclarecido acerca de una eventual

alteracion de la estructura del glicocalix en los NHBDs.

La reduccion del espesor de esta capa se ha asociado con niveles plasmaticos
aumentados de SYND1 y HS (243-245), constituyentes principales del EGL, que se postulan

en consecuencia como posibles biomarcadores clinicos del estado del EGL.

Los HSPG funcionan a modo de barrera, impidiendo la migracion e invasion de
células inflamatorias. Asi, se ha sugerido que su degradacion por la heparinasa leucocitaria
tiene un papel muy importante en la insulinitis propia de la DM, asi como en la inflamacién
peritrasplante (246). De este modo, aunque en este estudio la expresion de HS fue semejante
en ambos tipos de donantes, los niveles mas elevados de SYND1 observados en el pancreas
de los UNHBDs, frente al de los BDDs, protegerian frente a la inflamacion peritrasplante,
sugiriendo una mayor viabilidad del injerto. Este incremento estaria en consonancia con la

menor expresion de citoquinas proinflamatorias en el pancreas de los UNHBDs previamente
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mencionada, y apoyaria la teoria inflamatoria de la alteracion del glicocéalix. No obstante,
este ultimo resultado debe ser interpretado con cautela, puesto que existen resultados
contradictorios en la literatura. Bitan et al. consideran a la heparinasa como un factor
protector para el desarrollo de DM1 en un modelo experimental en raton (247). En cualquiera
de los casos, la expresion de SYND1 no tiene por qué estar directamente ligada con esta

asociacion.
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e La expresion de citoquinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a e IL-6) fue menor en los
UNHBDs, comparada con la observada en los BDDs. Esto, unido a que no se observaron
diferencias significativas en la expresion de la citoquina antiinflamatoria IL-10 entre
ambos tipos de donantes, sugiere que el balance pro/anti-inflamatorio podria ser mas
favorable en los UNHBDs. Adicionalmente, la expresion de marcadores de estrés
oxidativo y de apoptosis fue semejante en ambos tipos de donantes, BDDs y UNHBDs.

e De acuerdo con la disminucion de la expresion de citoquinas proinflamatorias observada
en los pancreas de los UNHBDs, en comparacion con los valores observados en los
pancreas obtenidos de los BDDs, se observo una expresion diferente de varios
microRNAs implicados en la regulacion de genes proinflamatorios. Estos resultados son
particularmente interesantes, ya que el trasplante de pancreas y/o islotes se ve seriamente
afectado por un estado proinflamatorio.

e Aunque la expresion de heparan sulfato fue semejante en ambos tipos de donantes, en los
UNHBDs se observo una mayor expresion de sindecan-1, lo que sugiere una menor

degradacion del glicocélix en estos donantes.

En conclusion, los resultados de este estudio sugieren que el dafio pancreatico
presente durante la UNHBD es asumible. Aunque serian necesarios estudios adicionales para
esclarecer sus consecuencias clinicas, estos hallazgos refuerzan el papel de los UNHBDs

como alternativa para aumentar el nimero de donantes.
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Cytoprotective effects of tacrolimus are due to its unspecific anti-inflammatory and anti-oxidant proper-
ties. Neither the exact mechanisms nor if there is any organ-specificity or dose-dependent response have
not been yet elucidated. Our aim was to evaluate the effect of tacrolimus on oxidative stress and mediator
production in liver and pancreatic tissue secondary to endotoxemia. Wistar rats were pretreated with
intraperitoneal injection of tacrolimus (0.07, 0.15, and 0.3 mg/kg) 24 h before Escherichia coli LPS was
administrated. Animals were sacrificed 24 h after LPS administration and iNOS, eNOS, and nNOS and type
1 and 2 heme-oxygenase (HO) expression were measured. TNF-o and IL-1 tissue expression and plas-
Heme-oxygenase matic NO, CO, TNF-o, and IL-1 were also determined. LPS exposure increased iNOS expression in both
Pancreas organs, eNOS did not show variations and liver nNOS expression was significantly lower. Tacrolimus
Liver diminished both pancreas and liver iNOS and nNOS expression. Both liver and pancreatic eNOS expres-
sion augmented when tacrolimus was administrated. High doses of tacrolimus were correlated with ame-
liorated liver HO-1 plus HO-2 and pancreas HO-1 expression after LPS stimulation. Tacrolimus treatment
diminished TNF-o but not IL-1 expression increase after LPS challenge in hepatic tissue. Pancreatic TNF-o
and IL-1 values diminished partially when high doses were employed. Plasmatic NO, CO, TNF-«, and IL-1
concentrations increase after LPS challenge was diminished when highest doses of tacrolimus were given.
In conclusion, tacrolimus exerts a protective effect on commonly observed harmful phenomena after LPS
stimulation by modulating liver and pancreas oxidative enzyme expression and cytokine production.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords:
Tacrolimus
Nitric oxide synthase

Introduction the activation of different enzymatic systems such as nitric oxide
synthase (NOS) and heme-oxygenase (HO) has been observed

Severe Gram-negative bacteria infections and septic shock after both liver and pancreatic injuries due to several agents like

still remain high-mortality conditions [1]. Bacterial lipopolysac-
charide (LPS) is the principal activator of the phenomena in-
volved in unspecific inflammatory responses during sepsis and
LPS-mediated innate immune responses that can lead to multior-
gan failure (MOF) [2]. Although the exact mechanisms involved
in MOF secondary to sepsis are not completely understood, oxi-
dative stress, mitochondrial dysfunction, and massive cytokine
release play a key role in the biomolecular pathways related to
severe infection [3]. De novo generation of oxidative stress after

* Corresponding author. Address: Avinguda Reptblica Argentina, 227, 08023
Barcelona, Spain. Fax: +34 934978910.

E-mail addresses: balibrea@gmail.com (J.M. Balibrea), sara5701@hotmail.com (S.
Cuesta-Sancho), yoko.olmedilla@gmail.com (Y. Olmedilla), javardi@gmail.com (J.
Arias-Diaz), efsevilla@gmail.com (E. Fernandez-Sevilla), evaraami@med.ucm.es (E.
Vara), balibreajl@yahoo.es (J.L. Balibrea).

! Grupos de Investigacion Universidad Complutense, “Investigaciones quirtirgicas
bésicas y clinicas”, 920210.

1089-8603/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.niox.2011.01.002

LPS or pro-inflammatory cytokine exposure or ischemia-reperfu-
sion [4]. Although constitutive nitric oxide (NO) production from
endothelial (eNOS) and neuronal (nNOS) isoforms plays a protec-
tive role, the massive release from inducible NOS (iNOS) is det-
rimental [5]. However, carbon monoxide (CO) production from
HO isoforms has been shown to possess potent anti-inflamma-
tory and anti-oxidative properties. Type 2 and 3 HO isozymes
are constitutively expressed. The inducible form (HO-1) dimin-
ishes cellular oxidative stress during acute inflammatory re-
sponses [6].

Local and systemic increased liberation of inflammatory media-
tors such as interleukin 1 (IL-1) and tumoral necrosis factor alpha
(TNF-at) have been determined to be a trigger of different tissue-
damaging events during sepsis and severe trauma, or after abdom-
inal organ transplantation. Massive cytokine and chemokine re-
lease can lead to tissue damage by direct or indirect effects such
as magnification of oxidative stress [2].
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CLINICAL AND TRANSLATIONAL RESEARCH

The Differential Tissue Expression of Inflammatory,
Oxidative Stress, and Apoptosis Markers in Human
Uncontrolled Non-Heart-Beating Donors

José M. Balibrea,"" José R. Ntiiez-Pefia,> Maria C. Garcia-Martin,” Yoko Olmedilla,’
Esteban Martin-Antona,” Jeremy Berthuin,® Lisa Rancan,” Eleva Vara,” and José L. Balibrea’

Background. Uncontrolled non-heart-beating donor (UNHBD) transplantation offers a major opportunity to ame-
liorate the effects of the donor shortage. However, little is known about the true status of the organs obtained from these
donors. UNHBD transplantation is performed under unfavorable conditions and involves exposure to several harm-
ful stimuli that have been identified as triggers for immediate inflammatory response, oxidative stress, and apoptotic
phenomena. This adverse scenario could explain the higher rates of graft dysfunction due to primary nonfunction
traditionally observed in NHBD. Our aim was to assess the expression of proinflammatory, oxidative, and apoptotic
markers in liver, lung, and pancreas tissue samples obtained from UNHBD and to compare these expression levels
with those observed in brain-dead donors (BDD).

Methods. Samples from human type 2 NHBD and BDD were obtained at the end of cold storage. Interleukin (IL)-1f,
tumor necrosis factor-a, IL-6, IL-10, endothelial nitric oxide synthase, inducible nitric oxide synthase, type 1 heme
oxygenase, type 2 heme oxygenase, Bax, and Bcl-2 protein and mRNA expression, as well as catalase, glutathione
peroxidase, and glutathione reductase tissue activity, were determined.

Results. UNHBD showed similar or lower expression of proinflammatory mediators and apoptosis markers in all three
organs without modifications to the anti-inflammatory cytokines. Although the major oxidative stress marker levels
were also comparable in both types of donors, the type 1 heme oxygenase mRNA expression and antioxidant enzyme
activity were slightly diminished in UNHBD.

Conclusions. The initial tissue damage generated during the UNHB donation process is at least comparable with that
observed in BDD. However, although the expression of the immediate immune response and apoptosis markers is

similar, a mild impairment of the local antioxidant activity was observed.

Keywords: Non-heart-beating donors, Inflammation, Apoptosis, Oxidative stress.

(Transplantation 2013;95: 1346—1353)

Non-heart-beating donors (NHBD) are considered not
only as a valid but also a complementary alternative
for organ transplantation (1). NHBDs are classified according
to the Maastricht criteria as controlled (types 3 and 4) or
uncontrolled (types 1 and 2) (2). In Spain, several programs
of uncontrolled NHBDs (UNHBD) have been developed to
increase the number of available organs, representing up to
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6.7% of all transplants performed (3). The long-term graft
survival and function of kidney transplantation from UNHBD
are comparable with those from brain-dead donors (BDD),
and recently, promising mid-term and long-term results in
both liver and lung transplantation from UNHBD have also
been reported (3-5). Moreover, successful isolations of both
hepatocytes and pancreatic islets from controlled NHBD (6, 7)
suggest that UNHBD could also be an important source for
cell transplantation.
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Nevertheless, UNHBD transplantation is performed un- UNHBD and to compare the findings with those observed
der unfavorable conditions that not only can affect the viabil- in cadaveric donors.
ity of the organs and the immediate clinical outcomes but
also are related to the development of later complications. RESULTS
Although cadaver-donor organs are obtained in a deleterious
proinflammatory environment associated with brain death, .
grafts from NHBD are also exposed to stimuli that have been Interleukin-1

Inflammatory Markers Tissue Expression

identified as triggers for immediate inflammatory responses, Tissue interleukin (IL)-1 protein levels were significantly
oxidative stress, and apoptotic phenomena (8). Thus, this  higher in both liver (P<0.001) and lung (P<0.05) samples
adverse scenario could explain the higher rates of graft dys-  from UNHBD. However, a significant decrease was observed
function due to primary nonfunction that have traditionally ~ in the pancreas specimens (P<0.05). When mRNA expression
been observed in all types of NHBD (9). In addition, the long- was measured, significantly lower values were observed in all
term complications observed after UNHBD transplantation, tissue samples when compared with BDD (P<0.01 for all three
such as biliary strictures and bronchiolitis obliterans syn- comparisons; Fig. 1A).

drome, could also be related to those harmful pathophysio- )
logic events (4, 10). However, although several authors have ~ Tumor Necrosis Factor-a

evaluated the inflammatory response, oxidative stress, and Although the pancreatic protein levels of tumor necro-
apoptosis in types 3 and 4 NHBD, little is known about the sis factor (TNF)-a were markedly lower in UNHBD (P<0.01),
true organ-specific damage of those phenomena in UNHBD. no differences were observed in the liver and lung samples

Therefore, our aim was to study the expression of sev- from either type of donor. Cytokine liver, lung, and pancreas

eral proinflammatory, oxidative stress, and apoptotic markers mRNA levels were significantly lower in UNHBD (P<0.05,
in liver, lung, and pancreas tissue samples obtained from P<0.001, and P<0.001, respectively; Fig. 1B).
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FIGURE 1. Inflammatory mediators protein and mRNA expression. IL-133, TNF-«, IL-6, and IL-6 values from liver, lung,
and pancreas homogenates from UNHBDs and BDDs determined by either RT-PCR or Western blot assay when indicated.
Each bar in the groups represents mean+SD. A, IL-1 protein levels were significantly higher in both liver and lung samples
from UNHBD. However, a significant decrease was observed in pancreas specimens. When mRNA expression was mea-
sured, significantly lower values were observed in all tissue samples from UNHBD when compared with BDD (*P<0.05). B,
whereas pancreatic protein levels of TNF-a were markedly lower in UNHBD, no differences in those measured in liver and
lung samples from both types of donors were observed. However, liver, lung, and pancreas TNF-a mRNA levels were
significantly lower in UNHBD (*P<0.05). C, no differences were observed in IL-6 mRNA tissue expression from liver sam-
ples. Both lung and pancreatic samples showed a significantly lower inflammatory mediator levels (*P<0.05). D, no dif-
ferences were found when IL-10 mRNA was measured in liver, lung, or pancreas homogenates from both UNHBD and BDD.
BDD, brain-dead donors; IL, interleukin; RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; SD, standard deviation;
TNF, tumor necrosis factor-o; UNHBD, uncontrolled non-heart-beating donors.
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IL-6 Inducible nitric oxide synthase (iNOS): Both lung and
No differences were observed in IL-6 mRNA tissue pancreas iNOS protein levels were significantly lower in
expression from the liver samples. On the contrary, both UNHBD (P<0.01 and P<0.0001, respectively). Conversely, no
lung and pancreatic samples showed significantly lower in- differences in the mRNA expression between both types of
flammatory mediator levels (P<0.001 and P<0.0001, respec- donors were observed in any of the studied organs (Fig. 2B).
tively; Fig. 1C). Type 1 heme oxygenase (HO1): HOI protein expres-
sion was markedly higher in liver samples from UNHBD

IL-10 (P>0.01) but similar in lung and pancreatic samples. In con-

trast, the hepatic mRNA expression was similar to BDD and
lower in both lung and pancreatic samples from UNHBD
(P>0.01 for both comparisons; Fig. 2C).
Type 2 heme oxygenase (HO2): Although HO2 pro-
" - tein levels were significantly lower in the liver (P<0.05), lun
Tissue Oxidative Stress Markers (P<0.001), and I;gancreas (yP<0.01) samples obtained frorrgl
Oxidative Stress Enzyme Expression UNHBD, their mRNA expression was comparable in both
Endothelial nitric oxide synthase (eNOS): When the  types of donors (Fig. 2D).
protein levels of the endothelial isoform of NOS were mea-
sured, no differences between UNHBD and BDD were found  Antioxidative Enzymatic Activity (mmol/min/protein mg)
in the liver or pancreas samples. However, eNOS pulmonary Glutathione reductase (GR) activity was comparable in
values were significantly lower in UNHBD (P<0.05). Although the liver and pancreatic samples from both BDD and UNHBD
liver and lung mRNA expression levels were similar in both but lower in those obtained from the lungs of UNHBD
types of donors, they were markedly higher in the pancreatic (P<0.0001). Both glutathione peroxidase (GPx) and catalase

Similar mRNA expressions of IL-10 were observed in
liver, lung, and pancreas specimens from both UNHBD and
BDD (Fig. 1D).
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FIGURE 2. Oxidative stress markers expression. Liver, lung, and pancreas NOS and HO isoforms protein and mRNA
expression (mean+SD) from UNHBDs and BDDs measured by Western blot or RT-PCR where indicated. A, no differences
between UNHBD and BDD groups were found when liver and pancreas eNOS protein levels were measured. Conversely,
eNOS pulmonary values were significantly lower in UNHBD. Whereas liver and lung mRNA expression was similar in both
types of donors, it was markedly higher in pancreatic samples from UNHBD when compared with BDD (*P<0.05). B, both lung
and pancreas iNOS protein levels were significantly lower in UNHBD. In contrast, no differences in mRNA expression be-
tween both types of donors were observed in any of the studied organs (*P<0.05). C, whereas HO1 protein expression was
markedly higher in liver homogenates from UNHBD, similar values where found in lung and pancreatic samples. Never-
theless, HOl mRNA expression lower in both lung and pancreatic samples from UNHBD (*P<0.05). D, although HO2 protein
levels were significantly lower in liver, lung, and pancreas samples obtained from UNHBD, its mRNA expression was
comparable in both types of donors in all three organs (¥*P<0.05). BDD, brain-dead donors; HO, heme oxygenase; NOS,
nitric oxide synthase; RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; SD, standard deviation; UNHBD,
uncontrolled non-heart-beating donors.
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LIVER LUNG PANCREAS Bcl-2 mRNA expression in any of the studied organs. Con-
versely, both liver and pulmonary Bax mRNA expressions
FIGURE 3. Antioxidative enzymatic activity. CAT, GR, and  Were significantly lower in UNHBD samples (P<0.01; Fig. 4).

GPx tissue activity determined by enzyme-linked immuno-
sorbent assay in liver, lung, and pancreas homogenates from
UNHBDs and BDDs (mean+SD). GR activity was comparable
in liver and pancreatic samples from both BDD and UNHBD
but lower in those obtained from lungs of UNHBD. Both GPx
and CAT hepatic and pulmonary activities were signifi-
cantly lower in UNHBD. Conversely, similar values where
found when pancreas samples were analyzed (*P<0.05).
BDD, brain-dead donors; CAT, catalase; GPx, glutathione
peroxidase; GR, glutathione reductase; SD, standard devi-
ation; UNHBD, uncontrolled non-heart-beating donors.

DISCUSSION

UNHBD:s are considered to represent a major opportu-
nity to increase the donor pool to ameliorate the effects of
the donor shortage. However, UNHB donation requires a
complex infrastructure and, importantly, both popular and
legislative support, making it difficult to develop stable and ef-
ficient clinical programs. Although the UNHBD liver and lung
transplantation results seem to be encouraging, there is a lack
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of knowledge about the true cell injury status of the organs
obtained from type 2 donors.

It is known that livers from NHBD are especially
prone to early graft failure, mainly due to reperfusion after
prolonged warm ischemia (11), and that the activation of
both local and systemic inflammatory response impairs
both microcirculation and hepatocyte function (12). The
use of anti-inflammatory agents such as serine protease
inhibitors can ameliorate warm ischemia-reperfusion in-
jury (IRI) in experimental NHBD liver transplantation (13).
Conversely, previous works report similar or even less ex-
posure to inflammatory mediators in NHBD (8). In our
study, both liver protein and mRNA expressions of pro-
inflammatory mediators were similar or lower in UNHBD,
thus indicating a comparable inflammatory response. How-
ever, whereas IL-1 mRNA expression was also significantly
lower, its protein expression was higher. This observation
could be explained by early compensatory post-transcriptional
regulatory mechanisms after the stimulation of inflammatory
triggers, suggesting a mild tissue damage scenario. No sub-
stantial changes in IL-10 expression were observed in UNHBD,
indicating that major liver anti-inflammatory mechanisms
could be preserved. IL-10 plays an important role in BDD liver
transplantation due to its implications in graft tolerance via
dendritic cell regulation (14) and its ischemia-reperfusion
damage control that downregulates inflammatory response
pathways and upregulates cytoprotective mechanisms, such
as the HO1 complex (15).

Both the physiologic and iNOS liver expressions were
unaltered in UNHBD. Previous studies have demonstrated
the beneficial effects of eNOS-derived NO in ameliorating
liver IRI, suggesting that the pharmacologic regulation of
NO pathways could be useful to improve liver transplanta-
tion outcomes (16). Experimental studies have shown that
NO donors can attenuate warm and cold liver IRI, increasing
NO synthesis, particularly if steatosis is not present (17). This
observation should be taken into account because of the
high rate of fatty livers among those obtained from UNHBD.
On the contrary, classic NO donors, such as L-arginine,
have shown a protective effect in experimental NHBD liver
transplantation (18, 19). However, the beneficial effects of
L-arginine could be exerted via alternative pathways, such as
an increase in the energy stores and thiol group antioxidant
molecules or an improvement in microcirculation (20-22).

HO1 plays an important protective role in the liver
(23), and its modulation has been associated with better
results in BDD liver and NHBD kidney transplantation
models (15, 24, 25). Our results indicate that the HO1 po-
tential protective effect is preserved and could be explained
in a dual manner. Liver damage associated with UNHBD is
moderate and does not induce mRNA HOI1 transcription,
whereas enzymatic tissue stores remain disposable; on the
contrary, the enhanced protein expression with stable mRNA
values can indicate that the liver’s response to a harmful
UNHBD scenario is maintained and exerted rapidly. We have
also observed diminished HO2 protein with no changes
in mRNA expression. Little is known about the liver regula-
tion of HO2 expression in either basal or posttransplantation
conditions. However, although a diminished protein expres-
sion could indicate major ischemic damage or an impaired
antioxidant response, previous reports have observed that
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reduced HO2 expression in hepatic cells after hypoxia could
be an adaptive mechanism that contributes to preserve in-
tracellular heme levels (26).

Whereas GR liver activity in UNHBD was comparable
with that in BDD, both GPx and CAT activities were signifi-
cantly lower. Antioxidant enzymes play a pivotal role in
ameliorating cellular damage due to ischemia-reperfusion
(27), and increases in GPx and GR activity after liver trans-
plantation have also been described (28, 29). Thus, reduced
activity of cytoprotective enzymes can indicate an impaired
response to eliminate reactive oxygen species. On the con-
trary, diminished enzymatic activity could be related to lower
requirements to scavenge the reactive oxygen species, indi-
cating less oxidative damage.

Livers from UNHBD showed a slightly diminished
apoptotic activity. Cell injury in livers from NHBD is also due
to apoptotic transformation via Fas receptor upregulation,
among others (30). Prolonged warm ischemia and nonse-
lective preservation solution perfusion can contribute to an
increase in cell damage during the UNHBD process by gen-
erating a proapoptotic state. The implications of apoptosis
in the clinical outcomes of NHBD transplantation remain
obscure, and only experimental studies have shown benefi-
cial effects from employing superoxide dismutase, venous
systemic oxygen persufflation, and Bcl-2 adenoviral transfer
(31-33). Our results indicate that livers from UNHBD present
acceptable apoptotic damage immediately after procurement;
however, this status could change in the case of prolonged
organ implant delay.

When lung samples were studied, UNHBD showed
a similar inflammatory profile to BDD, with similar oxida-
tive stress and apoptotic marker levels.

Although both overall protein and mRNA cytokine
expressions were comparable with BDD, it can be assumed
that mediator release is similar in both types of donors,
and IL-1 protein levels were significantly higher in UNHBD.
This result is particularly interesting because high IL-1
concentrations in bronchial lavage fluid have been correlated
with impaired graft function in NHBD animal models (34).

Our results indicate that both eNOS and iNOS lung
mRNA expressions in UNHBD and BDD were similar, sug-
gesting that the baseline NO production is not altered. Sev-
eral reports have correlated NO ventilation with an improved
posttransplantation lung graft function from NHBD (35, 36).
However, little is known about the importance of the local
de novo NO production or the regulation of NOS isoforms
during the UNHBD process. Nevertheless, comparable iNOS
and eNOS expression could be associated with at least equiv-
alent local concentrations of NO and similar tissue damage.

Lung mRNA HO1 expression was significantly lower
in UNHBD. It is known that HO1 has a protective effect in
a number of lung diseases, including ischemia-reperfusion.
Its expression has been proposed as a tissue stress indicator
that can be enhanced to ameliorate cell damage (37). Thus,
although UNHBD HOI1 lung protein levels are comparable
with BDD, the capability to neutralize harmful inflammation-
related events via HO1 overexpression could be impaired in
type 2 donors.

Although supplementation by glutathione precursors,
such as nebulized N-acetylcysteine, has been proposed as
a protective agent of the pulmonary graft in animal NHBD
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models (38) and immunotargeted CAT administration ame-
liorates ischemia-reperfusion lung injury (39), there is a lack
of evidence about the significance of the variations in anti-
oxidant enzymatic activity. As observed in liver samples, in
our study, lungs from UNHBD showed a diminished activ-
ity of all of the studied antioxidant enzymes. In the same
way, this reduced activity could indicate an impaired re-
sponse to eliminate reactive oxygen species but, at the same
time, an environment with less oxidative damage. However,
we believe that the antioxidant activity in NHBD could be
enhanced if suitable substrates were present.

The pancreas from UNHBD showed lower protein and
mRNA expression of all measured proinflammatory cyto-
kines. Furthermore, apoptotic markers and overall values
of oxidative damage indicators were comparable with BDD.
These findings are particularly interesting, taking into ac-
count that solid and islet pancreatic graft survival is affected
by an enhanced proinflammatory response. Although pre-
vious experimental works have observed how brain death can
diminish the number of isolated islets due to the massive
cytokine release (40), the impact of this release on pancre-
atic grafts from UNHBD has not been thoroughly studied
yet. We have observed an equivalent HO1 protein expression
with decreased mRNA levels and a diminished HO2 protein
with no changes in mRNA expression. This finding could
indicate that some cytoprotective mechanisms could be af-
fected because HOI plays a pivotal role in pancreatic recov-
ery after ischemia-reperfusion and graft survival (41, 42).
Thus, the diminished expression of HOI could be associ-
ated with a less effective anti-inflammatory response in the
presence of a persistent damaging environment. Neverthe-
less, global response capacity could be maintained because
UNHBD showed similar antioxidant enzymatic activity and
apoptosis marker mRNA expression. The observed augmented
eNOS protein expression and diminished iNOS mRNA ex-
pression could be due to a moderate or compensated oxida-
tive damage. This issue is especially important because the
pancreatic overexpression of iNOS has been related to the
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apoptosis of acinar cells and acute rejection in animal models
(43) and plays an important role in acute and severe hyp-
oxic injury to pancreatic beta cells (44). To date, although
solid pancreas transplantation remains challenging, success-
ful islet isolation and transplantation from NHBD have been
reported (45, 46). Our results indicate that the pancreas from
UNHBD shows acceptable tissue damage. Thus, it could be
considered as a reliable source of pancreatic islets if the same
results are obtained after a specific endocrine tissue isolation
is performed.

Our findings suggest that the initial organ damage gen-
erated during the UNHB donation process is acceptable. We
are aware about the descriptive nature of our results because
no correlation between markers expression and graft out-
come has been performed. Moreover, because of the diversity
of results, it is difficult to retrieve conclusive opinions about
the importance of these markers in UNHBD. However, al-
though the clinical significance of our findings is unknown,
they could still be influential enough to consider UNHBD as
an excellent opportunity to increase the donor pool.

MATERIALS AND METHODS

Donors and Tissue Samples Procurement

Liver, lung, and pancreas tissue samples were obtained from UNHBD
(n=30) and BDD (n=10) from the Hospital Clinico San Carlos (Madrid,
Spain) that were not offered for actual transplant programs. Samples from
BDD were obtained only if no suitable recipient was found following Spanish
National Transplant Organization protocols. The UNHBDs were attended
following our specific program called “code 97 which has previously been
described elsewhere (47). The tissue specimens were immediately dissected
and frozen in dry ice and transferred to -80°C until processing. The clinically
relevant data from donors are included in Table 1.

Western Blotting Analysis

Western blots were used to measure the protein expression of TNF-a, IL-1(3,
HO1, HO2, eNOS, and iNOS. Homogenized tissue samples (50-60 mg) were
boiled with gel-loading buffer (0.100 M Tris-HCI, 4% sodium dodecyl sulfate,
20% glycerol, and 0.1% bromophenol blue) at a 1:1 ratio, and the samples
were sonicated to determine the protein concentrations by the Bradford

TABLE 1. Donor clinical parameters

Clinical parameters UNHBD (n=30) BDD (n=10)
Donor sex, M/F 22/8 4/6
Donor age, year+SD 45.16+5.44 63+11.09
Donor BMI, kg/mziSD 26.05%5.3 32.41+3.72
Ventilation support, d+SD N/A 2,215
Inotropic support, yes/no N/A 8/2
Traumatic death, yes/no N/A 3/7
Active infection, yes/no N/A 1/9
Plasma sodium, mM+SD 13745.6 144+2.3
Hypotension, MAP>50 mm Hg N/A 0
Warm ischemia®, min+SD 108+27.9 0

Cold ischemiab, min+SD

177.59+51.73 329.34+86.21

“ From cardiac arrest to preservation maneuvers.

¥ From initiation of preservation maneuvers to organ samples procurement. In UNHBD preservation, maneuvers include an arteriovenous bypass with
membrane oxygenation and deep hypothermia (240-min limit). Tissue harvesting cannot be performed until family consent and judge’s permission are

obtained.

BDD, brain-dead donors; BMI, body mass index; MAP, median arterial pressure; N/A, not appropriate; SD, standard deviation; UNHBD, uncontrolled

non-heart-beating donors.
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method. The total protein equivalents (30 mg) for each sample were sepa-
rated by sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis using 10%
acrylamide gels, transferred to a nitrocellulose membrane in a semidry trans-
fer system, and immediately placed into the blocking buffer (5% nonfat milk
in 20 mM Tris [pH 7.5], 150 mM NaCl, and 0.01% Tween 20). The blot was
allowed to block at 37°C for 1 h. The membrane was incubated with rabbit
polyclonal antibodies against TNF-a, IL-13, HO1, HO2, eNOS, and iNOS (Bio
Genesis, Brentwood, NH) for 12 h at 4°C followed by incubation in an anti-
rabbit IgG-horseradish peroxidase-conjugated antibody. After washing with
Tween 20-Tris-buffered saline, the membranes were incubated with ECL Plus
detection reagents (Amersham Life Sciences, Buckinghamshire, UK) and
exposed to X-ray film. The films were scanned with a densitometer (GS 800;
Bio-Rad, Hercules, CA). Prestained protein markers were used for molecular
weight determinations. Reproducibility within the assays was evaluated in
three independent experiments. The overall intra-assay coefficient of variation
was calculated to be less than 5%. Assay-to-assay reproducibility was evaluated
in three independent experiments. The overall interassay coefficient of variation
was calculated to be less than 6%.

RNA Isolation and Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction

RNA was isolated employing the TRI Reagent Kit (Molecular Research
Center, Cincinnati, OH) following the previously described methodology
(48). The purity of the RNA was estimated using 1.5% agarose gel electro-
phoresis, and the RNA concentrations were determined by spectrophotome-
try (260 nm). Reverse transcription of 2 pug RNA for cDNA synthesis was
performed using the Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI)
and a pd(N)6 random hexamer. Reverse transcription-polymerase chain re-
action (RT-PCR) was performed using an Applied Biosystems 7300 apparatus
with the SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington,
UK) and 300 nM concentrations of specific primers (5-3" sequences):

TNF-a  (F-AGCCCATGTTGTAGCAAACC and R-TCTCAGCTCCA
CGCCATT), IL-18 (FFAACAGGCTGCTCTGGGATTCTCTT and R-ATTT
CACTGGCGAGCTCAGGTACT), IL-6 (F-AAATTCGGTACATCCTCGACG
GCA and R-AGTGCCTCTTTGCTGCTTTCACAC), IL-10 (F-AAGCTGA
GAACCAAGACCCAGACA and R-AAAGGCATTCTTCACCTGCTCCAC),
HO1 (F-AACTTTCAGAAGGGCCAGGT and R-CCTCCAGGGCCACATAGA
T), HO2 (F-GGACTTCTTGAAAGGCAACATTA and R-TGAAGTAAAGTGCC
GTIGGTG), eNOS (F-TTTAAAGAAGTGGCCAACGCCGTG and R-AGCCAT
ACAGGATTGTCGCCTTCA), iNOS (F-GCTCAAATCTCGGCAGAATC and
R-GCCATCCTCACAGGAGAGTT), Bax (F-CAAGACCAGGGTGGTTGG and
R-CACTCCCGCCACAAAGAT), and Bcl-2 (F-TACCTGAACCGGCACCTG
and R-GCCGTACAGTTCCACAAAGG). The RT-PCR amplifications were
performed as follows: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, followed by
40 cycles of 95°C for 15 s, 60°C for 1 min, 95°C for 15 s, 60°C for 30 s, and
95°C for 15 s. For the normalization of cDNA loading in the PCR, an
amplification of 18S rRNA was used for every sample. The relative changes
in gene expression were calculated using the 2-AACT method.

Antioxidant Enzymes Activity

Antioxidant enzymes were measured in tissue homogenates with an
enzyme-linked immunosorbent assay kit according to the manufacturer’s
instructions (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI).

Statistical Analysis

The results are expressed as the meanststandard errors of the mean. Non-
parametric tests were used (Mann-Whitney U test) to identify the differences
between groups. A 95% confidence level was considered significant. Statistical
analysis was carried out with the SPSS 14.0 package for Microsoft Windows.
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Different lung microRNA profiling in human un-
controlled non-heart-beating donors and brain-
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Background: Lung transplantation is the only treatment
that can prolong life of patients with end-stage pulmonary
disease. The shortage of organs has forced to consider
lungs from non-heart-beating donors (NHBD), whose vul-
nerability to ischemia reperfusion injury (IRl) — the major
cause of graft failure after immunological rejection — may
be higher than that of normal lungs. The pathophysiological
mechanisms of IRl are complex and not fully established.
Recent studies observed that alterations in microRNA ex-
pression might be involved in the response to IRI suggest-
ing that changes of microRNA expression could be used as
a marker of organ injury. The aim of this study was to inves-
tigate the expression of some microRNAs in lung biopsies
obtained from NHBD and to compare the findings with
those obtained from brain-dead donors (BDD). Material
and Methods: Lung samples from seven NHBD and seven
BDD were obtained at the end of cold storage. Samples
were analysed for different microRNAs (miR126, miR142-5p,
miR223, miR192, miR182, miR155, miR142, miR145, miR107,
miR21, miR103, miR152, miR16, and let7) using RT-qPCR.
Results were normalized using miR92a. Result: The expres-
sion Let-7d, miR126, miR182, miR155, miR146 and miR103
was significantly higher in NHBD. By the contrary, miR192
and miR152 expression was higher in BDD. The expression
of miR142-5p, miR223, miR145, miR21 and miR16 was sim-
ilar in NHBD and BDD. Conclusion: Our results suggest that
microRNAs play a role in the modulation of the cell-injury
status of the lungs obtained from NHBD suggesting the
possibility that changes in microRNA expression could be
used as biomarkers for IRI.
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Background: Non-heart-beating donors (NHBD) represent
a valid alternative for organ transplantation. Grafts from
NHBD are exposed to stimuli that trigger immediate inflam-
matory responses, leading to graft injury that can affect the
clinical outcomes. MicroRNAs (miRNAs) can modulate the
inflammatory response as well as alterations of glycocalyx
integrity. This study aimed to investigate differences in the
expression of glycocalyx components and microRNAs be-
tween pancreas biopsies obtained from NHBD and from
brain-dead donors (BDD). Material and Methods: Pancreas
samples from human NHBD (n=7) and BDD (n=7) were ob-
tained at the end of cold storage. Protein expression of
syndecan 1 (SYND1) and heparan sulphate (HS) was meas-
ured by Western Blotting. MicroRNAs (miR126, miR142-5p,
miR223, miR192, miR182, miR155, miR142, miR145, miR107,
miR21, miR103, miR152, miR16, and let7) were analysed by
RT-gPCR and 8-Hydroxyguanine (8-OH-G) by ELISA. Result:
Pancreas of NHBD showed lower levels of 8-OH-G. High lev-
els of SYND1 were observed in pancreas of NHBD compared
to BDD (p<0,01). The expression Let-7d, miR192, miR182,
miR145 and miR16 was significantly higher in NHBD
whereas miR106, miR103 and miR152 expression was higher
in BDD. The expression of HS, miR142-5p, miR223, miR155,
miR21, miR146, miR105, miR107 and miR21 was similar in
NHBD and BDD. Conclusion: Our findings suggest that the
pancreas damage generated during the NHBD donation
process is acceptable. Although the clinical significance of
our findings is unknown - because no correlation between
markers expression and graft outcome was performed -
they could be influential to consider NHBD as an oppor-
tunity to increase the pancreas donor pool.
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