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INFORMACION DEL ARTicULO RESUMEN

Historia del articulo: Introduccién: La mejoria de los resultados en el trasplante de islotes pancreaticos se debe en
Recibido el 9 de noviembre de 2009 gran parte a la introduccién de nuevos protocolos de inmunosupresién que incluyen, entre
Aceptado el 12 de marzo de 2010 otros, tacrolimus a bajas dosis. Este farmaco tiene efectos antioxidantes y antiapoptéticos
On-line el 10 de mayo de 2010 que podrian ser de utilidad en la prevencién del rechazo primario.

Palabras clave: Objetivos: Evaluar la respuesta in vitro a tacrolimus a bajas dosis en islotes de rata
Trasplante de islotes pancreaticos estimulados con citocinas proinflamatorias implicadas en el rechazo primario de islotes.
Apoptosis Material y método: Se cultivaron islotes de rata en medio RPMI determindndose produccién
Estrés oxidativo de lipoperdxido (LPO) y 6xido nitrico (NO) y marcadores de apoptosis (nucleosomas y Bcl-2)
Tacrolimus en presencia de IL-1 (50 UI/ml) e IF-y (1000 Ul/ml) y adicién de tacrolimus (FK-506; 5ng/ml).
Inmunosupresién Resultados: Tras la estimulacién se aprecié un aumento muy significativo (p<0,01) de los

marcadores de estrés oxidativo (LPO 10,14 1,16 pmol/islote x 24; NO 19,1+ 3,28 pmol/islote x
24h) y apoptosis (nucleosomas 0,24+0,04; Bcl-2 0,69+0,212). Dichos efectos fueron
contrarrestados de manera significativa tras afadir tacrolimus, siendo la reversién
completa (p NS frente a controles) en el caso de la produccién de lipoperdxidos
(1,58 pmol/islote x 24h) y 6xido nitrico (9,81 pmol/islote x 24h) asi como en el descenso
de Bcl-2 (1,37 40,23 Ui/islote).

Conclusiones: El efecto citoprotector in vitro del tacrolimus a bajas dosis sobre islotes
estimulados con citocinas proinflamatorias consigue aminorar la generacién de estrés

*Comunicaciones previas: Resultados preliminares presentados en la IX Reunién Nacional de Residentes de Médicos Residentes de
Cirugia, Madrid, 2005.
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oxidativo y la activacién de la apoptosis, habitualmente implicados en el rechazo en las
primeras 48h postimplante.
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Cytoprotective effect of low-dose tacrolimus on islets of Langerhans in
cultures subjected to stimulation by acute rejection cytokines

ABSTRACT

Introduction: The improvement in pancreatic islet transplantation results is due to
immunosuppression protocols that include, among others, low-dose tacrolimus. Both
anti-inflammatory and anti-oxidant effects of tacrolimus could be useful in preventing
primary rejection.

Aim: To evaluate in vitro islet low-dose tacrolimus response after pro-inflammatory
stimulation.

Material and methods: Isolated rat islets were cultured in RPMI medium in the presence of
IL-1 (50UI/mL) plus IF-y (1000UI/mL) and tacrolimus (5ng/mL). The 24h production of
lipoperoxide (LPO) and nitric oxide (NO) were measured as oxidative stress markers.
Determination of apoptosis markers (nucleosome content and Bcl-2) was also performed.
Results: Oxidative stress (LPO 10.1+1.16 pmol/islet x 24; NO 19.1+3.28 pmol/islet x 24h) and
apoptosis (nucleosome 0.24+0.04 Ul/islet; Bcl-2 0.6940.212 Ul/islet) markers showed a very
significant increase after cytokine stimulation (p<0.01). Both effects improved by adding
tacrolimus to the medium. Protective effect was complete when lipoperoxide (1.58 pmol/islet x
24 ), nitric oxide (9.81 pmol/islet x 24h) and Bcl-2 (1.37 +0.23 Ul/islet) were determined.
Conclusion: In vitro cytoprotective effect of low-dose tacrolimus on isolated rat islets decreases
both oxidative stress and apoptosis markers after stimulation of pro-inflammatory mediators.

© 2009 AEC. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Actualmente el trasplante de islotes pancreaticos (TIP) es una
alternativa valida de cara al tratamiento de la diabetes tipo 1.
La mejoria en sus resultados en cuanto a insulnoindepen-
dencia y mejor control metabdlico se deben en gran parte a
las mejorias introducidas en la seleccién de donantes y
receptores, aislamiento, preservacién e inmunosupresién®.
Junto con la escasez de donantes, los problemas inmunolé-
gicos siguen siendo el principal obstaculo para la generaliza-
cién del trasplante de islotes®. En ese sentido, la persistencia
de la autoinmunidad y el rechazo son los principales aspectos
a tener en cuenta®. Sin embargo, la supervivencia de los
islotes trasplantados se ve amenazada ademas por una serie
de fendémenos que generan una respuesta inflamatoria
inespecifica. Ademas la presencia de la respuesta inmunitaria
innata origina la pérdida de una parte importante de los
islotes durante las primeras 48 h postimplante de modo que
este fracasa sin que la mayoria de los islotes hayan llegado a
funcionar en algin momento®. Este fenémeno es conocido
como rechazo/disfuncién primario. Dicho fenémeno se
observa también en trasplantes singénicos y autotrasplante
sin que se observe la participacién de la inmunidad adapta-
tiva® y si una liberacién masiva de mediadores proinflama-
torios como TNF-o, IL-1 o IL-6°. La activacién de sefiales
proapoptéticas y generaciéon de estrés oxidativo estd desen-
cadenada tanto por macréfagos intraislote como células
ductales, endoteliales e incluso las propias células beta’.
Por otra parte, el estrés mecdnico, quimico e isquémico
originado durante la obtencién y el aislamiento de los islotes

contribuye notablemente a la pérdida de islotes*. Asimismo,
la introduccién de tratamientos capaces de disminuir los
fenémenos proinflamatorios y proapoptéticos observados en
el rechazo primario tras TIP han mejorado tanto la viabilidad
como la supervivencia de los islotes trasplantados®.

La mayoria de los protocolos actualmente empleados en el
TIP incluyen tacrolimus a bajas dosis®. Independientemente
de sus efectos negativos sobre las células beta a largo plazo,
en determinadas circunstancias posee un efecto citoprotector
actuando tanto como antiinflamatorio inespecifico como
bloqueador de fenémenos apoptéticos'®!, Asi, tales acciones
podrian ser de utilidad TIP al aminorar o contrarrestar los
fenémenos fisiopatoldgicos asociados al rechazo primario*?.

El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar el posible efecto
citoprotector del tacrolimus a bajas dosis en islotes de rata
sometidos a estimulos similares a los que participan en el
rechazo primario tras su trasplante.

Material y métodos

Se emplearon ratas Wistar macho de 250-350 gramos
conservadas en régimen de estabulacién convencional, ali-
mentadas con pienso estandar (Panlab; Barcelona) sometidas
a ciclos automaticos de luz/oscuridad de 12h y una tempe-
ratura de 22+2°C.

Todos los experimentos se realizaron observando la Ley 32/
2007 para el cuidado de los animales, en su explotacidn,
transporte, experimentaciéon y sacrificio, en cumplimiento
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con las normativas para el bienestar animal vigentes en la
Unién Europea.

Aislamiento de islotes

Los islotes fueron obtenidos tras diseccién y canulacién
selectiva del ducto pancredtico en las ratas utilizando un catéter
Abbocath de 16Fr. Posteriormente y previo clampaje duodenal
proximal y distal, se infundié una disolucién de colagenasa P
2mg/ml (1213865; Roche Diagnostics; Laval, Canadd) hasta
conseguir una distensién completa de la cdpsula pancreatica.
Posteriormente se llevd a cabo el proceso de digestién
enzimdtica en cadmara cerrada a 37 °C (Bio-Rep; Miami, EE.UU.),
que se detuvo mediante adicién de solucién de Hank a 4°C (PAA
Laboratories GmbH; Linz, Austria) durante 4 ciclos consecutivos
hasta obtener al menos 100.000 equivalentes de islote (EI).
Posteriormente se aflade al medio una disolucién de ditizona
20mg/ml (Sigma-Aldrich; St.Louis, EE.UU.) para conseguir una
visualizacién por tincién a rojo de los islotes, comprobandose su
viabilidad cada 2 min. A continuacién se realizé un gradiente de
Ficoll (Sigma Chemical Co; St. Louis, EE.UU.) mediante un
procesador celular COBE (Denver, EE.UU.). El remanente de
islotes se recogi®é manualmente bajo visién directa hasta
almacenar a los islotes en grupos de 300EI

Cultivo de islotes y adicion de estimulos proinflamatorios

Durante 24 h los islotes fueron cultivados en medio RPMI-1640
(PAA Laboratories GmbH; Linz, Austria) a 37°C en una
microatmoésfera de 95%0,/5% CO,. Se afadieron al medio
tanto glucosa 11,11 mm como albimina sérica bovina (Sigma
Chemical Co; St. Louis, EE.UU.) (0,1%). Los islotes pancredticos
fueron estimulados afiadiendo al medio de cultivo 50IU/ml de
interleucina-1 (IL-1), (Boehringer Mannheim GmbH; Germany)
y 10001U/ml de interferén-gamma (y-IF), (Boehringer Mann-
heim GmbH; Germany). Como tratamiento, se emple6 tacro-
limus (FK-506) a bajas dosis (5ng/ml) (Fujisawa; Osaka, Japan)
en el mismo medio de cultivo.

Grupos experimentales

Se realizaron experimentos en grupos de 5 ratas diferentes
obteniéndose de cada una de ellas muestras de 300 EI recogidos
manualmente bajo visién microscopica. Los grupos experimen-
tales fueron: controles, islotes Unicamente tratados, islotes
Unicamente estimulados e islotes estimulados y tratados.

Determinaciones

Las muestras de 300 EI fueron homogeneizadas mediante
centrifugacién secuencial (600 g x2; 5.500 x2; 2.400 g; 10.000 g)
separandose material citosélico y microsomal por separado.
Con el objetivo de evaluar la aparicion de fendémenos
apoptoéticos, se determinaron los valores de nucleosomas
(contenido intraislote; Ul/islote) y proteina Bcl-2 (Ul/islote)
mediante kits comerciales para ELISA/ espectrofotometria
(Calbiochem ; La Jolla, USA & Canadd). De cara a evaluar la
repercusion sobre la generacién de estrés oxidativo de novo,
se determinaron los valores de 6xido nitrico (NO) y lipoperd-
xidos (LPO). La determinacién de NO (fmol/ ml x 24h) se

realizé mediante la reaccién de Griess (absorbancia a 550 nm).
La medicién de niveles de LPO (fmol/islote) se llevé acabo
mediante kits espectrofotométricos ad hoc (absorbancia a
533 nm; Calbiochem; La Jolla, EE.UU y Canada).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante
el paquete informatico Statgraphics Plus 5.1 package (Statpoint
Inc., EE.UU.) para Microsoft Windows NT. La comparacién de las
medias de los grupos se llevé a cabo mediante el andlisis factorial
de la varianza (ANOVA) y test de Scheffé’s post-hoc. Los resultados
se expresan como medias +ESM. Se consideraron como
significativos valores de p<0,05 y muy significativos <0,01.

Resultados

La adicién de tacrolimus a bajas dosis al medio de cultivo de
islotes de rata estimulados con I1-1 e IF-y consiguié aminorar
de modo significativo el aumento de marcadores de dafio
celular observados tras la exposicién a citocinas.

A. Generacién de estrés oxidativo
La estimulacién con IL-1/IF-y se correlacioné con un
aumento muy significativo (p<0,01) de las concentracio-
nes de marcadores de estrés oxidativo (LPO y NO). En
ambos experimentos, la adicién de tacrolimus revirtié
completamente tal efecto de tal manera que los valores de
dichos marcadores disminuyeron hasta ser equiparables a
los de los controles. No hubo variaciones significativas en
la concentracién de LPO o NO en islotes tratados Unica-
mente con farmaco (figs. 1y 2).
B. Activacién de la apoptosis

La estimulacién con mediadores proinflamatorios se tradujo
en un aumento de los marcadores de apoptosis, de tal
manera que aumenté muy significativamente las presencia
de nucleosomas y disminuyé la concentracién de Bcl-2
(p<0,01). En ambos casos la adicién de tarcélimus al medio
de cultivo aminord tal efecto. En el caso de los nucleosomas la
disminucién fue muy significativa frente al grupo de islotes
estimulados (p<0,01) pero no alcanzé niveles equiparables a
los de los controles (p<0,05). Cuando se determinaron los
niveles de Bcl-2, el farmaco revirtié completamente el
descenso observado tras la adicién de citocinas proinflama-
torias de tal manera que los valores fueron equiparables a los
de los controles. Al igual que en el caso de los marcadores de
estrés oxidativo, no hubo variaciones significativas en los
niveles de nucleosomas ni Bcl-2 en islotes tratados Unica-
mente con farmaco (figs. 3 y 4).

Discusion

El TIP es una alternativa terapéutica valida en algunos casos
de DM1%. Dentro de los diferentes eventos adversos que han
dificultado resultados clinicos favorables de modo habitual,
el rechazo primario sigue constituyendo una fuente de
disfuncién y pérdida de islotes muy importante®®. Este hecho
hace que sean necesarias nuevas estrategias de cara a su
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Figura 1 - El incremento de la produccion de lipoperéxido en
islotes expuestos a citocinas proinflamatorias es
contrarrestado por la adicién de tacrolimus a bajas dosis. El
grafico muestra la produccion de lipoperéxido (media-+ESM;
pmol/islote x 24h) en islotes de rata cultivados en medio RPMI
y estimulados con IL-1 (50 Ul/ml) e IF-y (1000 UIl/ml) en
presencia de tacrolimus a bajas dosis (5ng/ml). La adicién de
citocinas induce un aumento muy significativo en la
produccién de lipoperéxido, hecho que se contrarresta al
afiadir el farmaco (*p <0,01 frente a todos los grupos restantes).
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Figura 2 - La estimulacién de islotes pancreaticos con L-1+IF
induce un incremento en la produccion de 6xido nitrico que
es neutralizada en presencia de tacrolmus a bajas dosis.

El grafico de barras refleja el incremento significativo en la
produccién de 6xido nitrico (media+ESM; pmol/islote x 24 h)
en islotes de rata cultivados en medio RPMI expuestos a IL-1
(50 UI/ml) e IF-y (1000 UI/ml). Al afiadir tacrolimus (5ng/ml)
al medio, este fenémeno es neutralizado reestableciéndose
valores equiparables al grupo control (*p <0,01 frente a
todos los grupos restantes).

prevencién empleando principalmente agentes citoprotecto-
res capaces de neutralizar los eventos fisopatolégicos asocia-
dos. La utilizacién del tacrolimus en el TIP siempre ha
suscitado dudas por sus propiedades diabetogénicas y
proapoptdticas previamente conocidas. Sin embargo, su
inclusién a bajas dosis en la gran mayoria de protocolos de
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Figura 3 - El incremento de nucleosomas en islotes
estimulados con mediadores proinflamatorios es
contrarrestado parcialmente por la adicon de tacrolimus al
medio. En islotes de rata cultivados en medio RPMI la
adicion de IL-1 (50 UI/ml) e IF-y (1000 Ul/ml) se traduce en un
incremento significativo en los niveles de nucleosomas
(media+ESM; Ul/islote) que disminuye de manera
significativa en presencia de tacrolimus a bajas dosis

(5 ng/ml). El efecto antiapoptético del farmaco es parcial ya
que los valores no descienden hasta ser equiparables a los
del grupo control (*p <0,01 frente a todos los grupos
restantes; **p <0,05 frente a controles).

N
3

N
o
—

Bcl-2 Ul/ islote
o

-
o
!

*

o
&)
!

0,0

Control  IL1_IFN FK  IL1_IFN_FK

Figura 4 - Tacrolimus revierte el descenso de Bcl-2 en islotes
de rata tras la estimulacién con de IL-1 e IF-y. Los niveles de
la proteina antiapoptoética Bcl-2 (media+ESM; Ul/islote) en
islotes de rata cultivados en medio RPMI experimentan un
descenso muy significativo en presencia de IL-1 (50 Ul/ml) e
IF-y (1.000 Ul/ml). Este efecto se ve neutralizado en presencia
de tacrolimus a bajas dosis (5ng/ml) de forma completa
(*p<0,01 frente a todos los grupos restantes).

inmunosupresiéon a partir de la experiencia del grupo de
Edmonton en el afio 2000** sugiere un efecto beneficioso
sobre alguno de los tipos de rechazo implicados en el TIP. Sus
efectos citoprotectores (antiinflamatorio, antioxidante y anti-
apoptético) en diversos modelos experimentales™*® podrian
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justificar su efecto beneficioso al interferir en la secuencia de
acontecimientos implicados en el rechazo primario.

El presente trabajo muestra un efecto protector in vitro del
tacrolimus a bajas dosis sobre islotes de rata estimulados con
citocinas proinflamatorias habitualmente implicadas en el
rechazo primario tras TIP. Tanto la generacién de estrés
oxidativo como la puesta en marcha de la apoptosis fueron
neutralizadas de modo efectivo en presencia del farmaco. En
ese sentido, nuestro grupo ha obtenido resultados equipara-
bles empleando islotes humanos estimulados tanto con
IL-1 e IF-y como con otros mediadores inflamatorios como el
LPSY. Estos resultados in vitro han de ser interpretados con
cautela ya que se trata de islotes murinos y su extrapolacién
con los efectos sobre el rechazo primario tras TIP real podrian
no ser los mismos. Del mismo modo, la valoracién in vivo
del efecto del tacrélimus mediante el trasplante insular
permitiria el estudio del efecto global del farmaco en el
rechazo tras TIP.

La contribucién del estrés oxidativo al desarrollo del
rechazo primario tras TIP es un fendémeno bien conocido
que tiene como origen muy diversos estimulos que implican
al propio proceso de obtencién del donante, aislamiento y la
repuesta inflamatoria del endotelio del receptor®. En el
presente trabajo, el tacrolimus ejercié un efecto claramente
antioxidante sobre los islotes expuestos a citocinas proin-
flamatorias. El papel como antioxidante en islotes del
tacrolimus es poco conocido, sin embargo ha mostrado
efectos beneficiosos en modelos de isquemia reperfusién o
dafio cerebral®®*°. La supervivencia en modelos de isquemia
reperfusién en roedores mejora tras el uso de tacrolimus al
disminuir la respuesta inflamatoria ya que se frena la
produccién de especies reactivas de oxigeno, la infiltracién
por neutréfilos y la produccién in situ de IL-1 y TNF-0*°. En
este caso tanto la produccién de NO como de LPO fue
neutralizada eficazmente. Estos resultados suponen un
bloqueo de fenémenos secundarios a la respuesta inflamato-
ria tanto precoces como tardios asi como su amplificacién. La
liberacién de NO es un fendémeno de segunda generaciéon que
ademas tiene un potencial efecto mediador, la peroxidacién
lipidica y la apoptosis se sitan al final de la secuencia
fisiopatolégica de la disfuncién celular en la respuesta
inmune inespecifica. En relacién a este hecho, la utilizacién
de agentes bloqueantes de la produccién de NO como la
NG-Metil-L-arginina (L-NMA) podria contribuir a aminorar el
estrés oxidativo asociado al rechazo primario tras TIP.

En nuestros experimentos el tacrolimus consiguié aminorar
la respuesta propapotdtica en condiciones similares a las del
rechazo primario. El farmaco revirtié el efecto negativo de la
exposicién a mediadores de modo significativo pero parcial al
valorar los valores de nucleosomas y total en lo que al
descenso del factora antiapoptético Bcl-2 se refiere. La
presencia de nucleosomas es un marcador de apoptosis
tardio que refleja alteraciones morfoldgicas. La expresion de
la proteina Bcl-2 sefiala el estado de bloqueo de la cascada
apoptética en la célula. Constitutivamente se expresa en
equilibrio con la otra subfamilia proapoptética (Bax, Bad...)??
de tal manera que el descenso de los niveles a consecuencia
de los mediadores inflamatorios indica una clara correlacién
con la pérdida de islotes durante la respuesta inflamatoria
inespecifica asociada al rechazo primario del TIP?

Las alteraciones en las proteinas del grupo Bcl-2 son
fendmenos relacionados con la activacién de la via mitocon-
drial de la apoptosis generalmente en respuesta a la llegada
de «senales de muerte celular», es decir, es un fenémeno
precoz en la muerte celular programada. De este modo se
podria deducir que el tacrolimus actiia preferentemente sobre
los fenémenos apoptdticos en los que la via mitocondrial es la
principal ya que el efecto sobre un marcador morfolégico
tardio (y resultado de la activacién de todas las vias
apoptéticas) como son los nucleosomas, es parcial. Este
efecto diferencial no se ha observado en islotes humanos
expuestos a estimulos similares’. Los efectos del tacrolimus
sobre fenémenos apoptéticos son variables y sido poco
estudiados en islotes pancreaticos. Son en ocasiones dosis y
tejido dependientes, sin que afecte a patrones de apoptosis
fisiolégicos en modelos animales, pudiendo incluso estimular
la regeneracién celular’®?*. Si bien parte de su accién
inmunosupresora se debe a un efecto proapoptético sobre
las células T?*, se han descrito efectos antiapoptéticos en
presencia de estimulos proinflamatorios’®. Otros autores han
comunicado resultados diferentes a los nuestros en islotes
humanos no estimulados empleando dosis mucho mayores
del farmaco al disminuir los niveles de marcadores anti-
apoptéticos Bcl-2, Bcl-XL o la transduccién del gen XIAP?, El
efecto antiapoptético del tacrolimus podria tener una justi-
ficacién ultraestructural dado que las proteinas implicadas en
su mecanismo de accién (FK-BP) interaccionan con la
proteina Bcl-2 reubicdndola yuxtamitocondrialmente donde
ejerce su efecto antiapoptético® 2%,

Dadas las diversas acciones sobre la apoptosis que el
farmaco genera, es posible que tales efectos sean no solo
dosis y tejido dependiente sino estimulo dependiente de tal
modo que la presencia de la respuesta inmune inmediata
favorece el efecto citoprotector y antiapoptético en células no
inmunes si se emplea a dosis bajas.

La prevencién del rechazo en el TIP requiere la considera-
cién de fenémenos fisiopatolégicos que habitualmente no son
tan importantes en otro tipo de trasplantes y frente a los que
estrategias de citoproteccién son necesarias En ese sentido el
efecto in vitro antioxidante y antiaopotético del tacrolimus a
bajas dosis constituye un hallazgo util que podria tener
influencia de cara a disefiar protocolos de inmunosupresién
eficaces en el TIP clinico.

Financiacion

Estudio financiado a través del Programa de Creacién y
Consolidacién de Grupos de Investigacién Universidad Com-
plutense/Comunidad de Madrid; Grupos de Investigacién de
la Universidad Complutense de Madrid (920210); Grupo
«Investigaciones Quirtrgicas Basicas y Clinicas».

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningin conflicto de intereses.



cir Esp. 2010;87(6):372-377

377

BLIOGRAFIA

10.

11.

12.

13.

14.

. Casanova D. Presente y futuro del trasplante de islotes

pancreaticos en el tratamiento de la diabetes mellitus. Cir
Esp. 2009;85:76-83.

. Harlan DM, Kenyon NS, Korsgren O, Roep BO. Current

advances and travails in islet transplantation. Immunology
of Diabetes Society. Diabetes. 2009;58:2175-84.

. Hardy MA, Witkowski P, Sondermeijer H, Harris P. The Long

Road to Pancreatic Islet Transplantation. World ] Surg. 2009,
do0i:10.1007/s00268-009-0246-5.

. Barshes N, Wyllie S, Goss JA. Inflammation-mediated dys-

function and apoptosis in pancreatic islet transplantation:
implications for intrahepatic grafts. J Leukoc Biol. 2005;77:
587-97.

. Bottino R, Fernandez LA, Ricordi C, Lehmann R, Tsan MF,

Oliver R, et al. Transplantation of allogenic islets of
Langerhans in the rat liver: effects of macrophage depletion
on graft survival and microenvironment activation. Diabetes.
1998;47:316-23.

. Berney T, Molano RD, Cattan P, Pileggi A, Vizzardelli C, Oliver

R, et al. Endotoxin-mediated delayed islet graft function is
associated with increased intra-islet cytokine production and
islet cell apoptosis. Transplantation. 2001;71:125-32.

. Hanley S, Liu S, Lipsett M, Castellarin M, Rosenberg L,

Tchervenkov J, et al. Tumor necrosis factor-alpha production
by human islets leads to postisolation cell death. Transplan-
tation. 2006;82:813-8.

. Balibrea del Castillo JM, Vara-Ameigeiras E, Arias-Diaz ],

Garcia Martin MC, Garcia-Perez JC, Balibrea Cantero JL. Estado
actual del trasplante de islotes pancredaticos. Cir Esp.
2007;81:177-91.

. Ryan EA, Paty BW, Senior PA, Bigam D, Alfadhli E, Kneteman NM,

et al. Five-year follow-up after clinical islet transplantation.
Diabetes. 2005;54:2060-9.

Gabryel B, Chalimoniuk M, Stolecka A, Waniek K, Langfort J,
Malecki A. Inhibition of arachidonic acid release by cytosolic
phospholipase A2 is involved in the antiapoptotic effect of
FK506 and cyclosporin a on astrocytes exposed to simulated
ischemia in vitro. ] Pharmacol Sci. 2006;102:77-87.

Lagoda G, Jin L, Lehrfeld TJ, Liu T, Burnett AL. FK506 and
sildenafil promote erectile function recovery after cavernous
nerve injury through antioxidative mechanisms. ] Sex Med.
2007;4(4 Pt 1):908-16.

Nir T, Melton DA, Dor Y. Recovery from diabetes in mice by
beta cell regeneration. J Clin Invest. 2007;117:2553-61.
Robertson RP. Islet transplantation as a treatment for
diabetes- A work in progress. N Engl ] Med. 2004;350:694-705.
Shapiro AM, Lakey JR, Ryan EA, Korbutt GS, Coth E, Warnock
GL, et al. Islet transplantation in seven patients with type 1
diabetes mellitus using a glucocorticoid-free Immunosup-
pressive regimen. N Engl ] Med. 2000;343:230-8.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Hiiser N, Doll D, Altomonte J, Werner M, Kriner M, Preissel A,
et al. Graft preconditioning with low-dose tacrolimus (FK506)
and nitric oxide inhibitor aminoguanidine (AGH) reduces
ischemia/reperfusion injury after liver transplantation in the
rat. Arch Pharm Res. 2009;32:215-20.

Pereira R, Medeiros YS, Fréde TS. Antiinflammatory effects of
Tacrolimus in a mouse model of pleurisy. Transpl Immunol.
2006;16:105-11.

Balibrea Del Castillo JM, Garcia-Martin MC, Arias-Diaz J, Giné
E, Vara E, Balibrea Cantero JL. Antiapoptotic effect of
tacrolimus on cytokine challenged human islets. Cell Trans-
plant. 2009, doi:10.3727/096368909 x 12483162197240.

Stover JF, Schoning B, Sakowitz OW, Woiciechowsky C,
Unterberg AW. Effects of tacrolimus on hemispheric water
content and cerebrospinal fluid levels of glutamate, hypox-
anthine, interleukin-6, and tumor necrosis factor-alpha
following controlled cortical impact injury in rats. ] Neuro-
surg. 2001;94:782-7.

St Peter SD, Moss AA, Mulligan DC. Effects of tacrolimus on
ischemia-reperfusion injury. Liver Transpl. 2003;9:105-16.
Garcia-Criado FJ, Palma-Vargas JM, Valdunciel-Garcia JJ, Tole-
do AH, Misawa K, Gomez-Alonso A, et al. Tacrolimus (FK506)
down-regulates free radical tissue levels, serum cytokines,
and neutrophil infiltration after severe liver ischemia. Trans-
plantation. 1997;64:594-8.

Hotchkiss RS, Strasser A, McDunn JE, Swanson PE. Cell death.
N Engl ] Med. 2009;361:1570-83.

Rabinovitch A, Suarez-Pinzon W, Strynadka K, Ju Q, Edelstein D,
Brownlee M, et al. Transfection of human pancreatic islets with
an anti-apoptotic gene (bcl-2) protects beta-cells from cytokine-
induced destruction. Diabetes. 1999;48:1223-9.

Schaffer M, Fuchs N, Volker ], Schulz T, Kapischke M, Viebahn
R. Differential effect of tacrolimus on dermal and intestinal
wound healing. J Invest Surg. 2005;18:71-9.

Su Y, Shi Y, Shi YB. Cyclosporin A but not FK506 inhibits
thyroid hormone-induced apoptosis in tadpole intestinal
epithelium. FASEB J. 1997;11:559-65.

Hashimoto Y, Matsuoka N, Kawakami A, Tsuboi M, Nakashima T,
Eguchi K, et al. Novel immunosuppressive effect of FK506 by
augmentation of T cell apoptosis. Clin Exp Immunol. 2001;125:
19-24.

Hui H, Khoury N, Zhao X, Balkir L, D’Amico E, Bullotta A, et al.
Adenovirus-mediated XIAP gene transfer reverses the nega-
tive effects of immunosuppressive drugs on insulin secretion
and cell viability of isolated human islets. Diabetes. 2005;54:
424-33.

Kang CB, Tai J, Chia J, Yoon HS. The flexible loop of Bcl-2 is
required for molecular interaction with immunosuppressant
FK-506 binding protein 38 (FKBP38). FEBS Lett. 2005;579:
1469-76.

Shirane M, Nakayama KI. Inherent calcineurin inhibitor
FKBP38 targets Bcl-2 to mitochondria and inhibits apoptosis.
Nat Cell Biol. 2003;5:28-37.



dx.doi.org/10.1007/s00268-009-0246-5.3d
dx.doi.org/10.3727/096368909&times;12483162197240.3d
dx.doi.org/10.3727/096368909&times;12483162197240.3d

	Efecto citoprotector del tacrolimus a dosis bajas sobre islotes de Langeerhans en cultivo sometidos a estímulos por citocinas del rechazo agudo
	Introducción
	Material y métodos
	Aislamiento de islotes
	Cultivo de islotes y adición de estímulos proinflamatorios
	Grupos experimentales
	Determinaciones
	Análisis estadístico

	Resultados
	Discusión
	Financiación
	Conflicto de intereses
	Bibliografía


