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|.- ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA

1.- Trasplante de Organos

1.1.- Importancia actual del trasplante:

En la segunda mitad del siglo XX los trasplantes de drganos han supuesto una auténtica
revolucion en el mundo de la medicina y se han convertido en una actividad cotidiana en los

hospitales 2.

El trasplante es uno de los avances mas significativos de la cirugia moderna, y esta
considerado como parte de la terapéutica en el estadio terminal de diversas patologias que
afectan a la funcionalidad de diversos drganos. Esta opcién de tratamiento ha mejorado
significativamente sus resultados en unas pocas décadas, siendo varios los factores que han
contribuido a estas mejoras, entre los que se incluyen, una mayor eficacia de los tratamientos
farmacolégicos utilizados para tratar y prevenir el rechazo de érganos, los avances técnicos en la
cirugia, los métodos de monitorizacion de pacientes, la mejora en las pruebas de
histocompatibilidad y en los procedimientos de obtencién de érganos, asi como la temprana y

mas precisa deteccion de rechazo, al igual que una comprensidon mas integral del sistema inmune.
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En el 2007 se realizaron aproximadamente 100.000 trasplantes de drganos sdlidos en
todo el mundo: 68.250 de rifién, 19.850 de higado, 5179 corazdn, 3245 pulmdn y 2797 trasplantes

de pancreas %

En Espafia, seguin los datos de la Organizacién Nacional de Trasplantes (ONT, 2010),
dependiente del Ministerio de Sanidad, en 2009 se realizaron 4.028 trasplantes, procedentes de

1.605 donantes, con maximos histéricos en trasplante renal (2.328) y pulmonar (219).

El trasplante renal de donante vivo se ha incrementado en un 50% y representa ya el 10%
del total de los rifiones trasplantados, de acuerdo con los objetivos de la ONT. Por lo tanto el afio
pasado, nuestro pais ha vuelto a confirmar su liderazgo mundial, que viene ejerciendo en este

campo de forma ininterrumpida, desde hace 18 afios >.

La tasa de donacidn se situa en 34,3 donantes por millén de poblacién (pmp), similar a la
de afios anteriores, dado el progresivo aumento del censo de poblacién paralelo al del nimero de
donantes. Se trata un afio mas de la mayor tasa del mundo. Con estos datos, Espaia sigue
afianzando su liderazgo mundial en materia de donacién, ya que supera en 8 puntos la media de
EEUU (26,3 pmp) y duplica la tasa media de la Union Europea (18,1 pmp). Estas cifras explican que

el modelo espafiol de trasplantes se haya convertido en un ejemplo en todo el mundo *. (Tabla I)

Tabla I.- Donaciones y trasplantes en Espaia en los afios 2007,2008 y 2009 (ONT, 2009)

DONACION Y TRASPLANTE EN ESPANA 2007 2008 2009 |

DONANTES 1.550 1.577 1.605
TRASPLANTES RENALES 2.210 2.229 2.328
TRASPLANTES HEPATICOS 1.112 1.108 1.099
TRASPLANTES PULMONARES 185 192 219
TRASPLANTES CARDIACOS 241 292 274
TRASPLANTES PANCREATICOS 76 110 97
TRASPLANTES INTESTINALES 5 14 1
TOTAL TRASPLANTES 3.829 3.945 4.028
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1.2.- Trasplante renal:

1.2.1.- Patologias que conducen al trasplante renal:

La insuficiencia renal es un trastorno parcial o completo de la funcién renal. Existe
incapacidad para excretar los productos metabdlicos, iones y agua, y aparece un trastorno
funcional de todos los 6rganos y sistemas del organismo. La insuficiencia renal puede ser aguda o
crénica, y ambas constituyen los diagndsticos mas frecuentes de la préctica nefroldgica en el

momento actual.

1.2.1.1.-Insuficiencia renal aguda (IRA):

La IRA es un sindrome clinico comun, caracterizado por una pérdida rapida y progresiva
de la funcién renal (horas a semanas) *2. La tasa de filtracién glomerular (TFG) disminuye y como
consecuencia, hay un incremento de la creatinina en el suero y un fuerte incremento de las
sustancias nitrogenadas en la sangre (azotemia) que puede ir acompafiada de oliguria, (volumen

urinario <400 cc/24h), aunque lo mas frecuente en que no se produzca, (alrededor del 60%) °.

La etiologia es multiple y la morbi-mortalidad es elevada, aproximadamente el 70% de
pacientes que se encuentran en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) ’. Su incidencia en

pacientes hospitalizados es aproximadamente un 5% y hasta de un 30% en admisiones a UCI &,

Puede aparecer tras episodios de hipovolemia, hipotension grave y prolongada o tras la
exposicién a un agente nefrotdxico. Las dos causas mas comunes de la IRA son la isquemia renal
prolongada y las lesiones nefrotéxicas que producen oliguria. También puede deberse a otros
cuadros clinicos como los traumatismos, la sepsis, la administracién de sangre de diferente grupo

y las lesiones musculares graves.

Segun la causa, se distinguen 3 tipos de IRA:

& IRA Pre-renal (55% de los casos de IRA): Estd considerada como una respuesta
funcional de los rifiones estructuralmente normales a la hipoperfusion renal, en la

cual no hay lesiones ni en la estructura ni en la microestructura renal.
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4+ IRA Post-renal (5% de los casos de IRA): Es una consecuencia de la obstruccién
mecdnica o funcional del tracto urinario. Puede o no, estar inicialmente acompafiada
por pequefios cambios morfoldgicos.

+ IRA Intra-renal o intrinseca (40% de los casos de IRA): Es el resultado de dafios
estructurales en el parénquima de la vasculatura renal, en los glomérulos, tubulos
renales e intersticio en respuesta a dafos citotdxicos, isquémicos o inflamatorios del

rifién, con la consiguiente disfuncién de las nefronas S,

En la IRA prerenal y postrenal la recuperacion de la funcidn renal es completa, entre 1y 2
dias, si se corrige la causa y se restablece la volemia, antes de que se produzcan cambios
estructurales. La IRA prerenal representa la forma mds comun de lesién renal y conduce a la IRA

intrinseca si no se corrige rapidamente *°.

La IRA intrarenal estd asociada patolégicamente a la necrosis tubular aguda (NTA), siendo

las causas mas frecuentes de ésta, la hipoperfusién renal prolongada y los fdrmacos nefrotéxicos.

Fisiopatologia de la IRA

Cuando disminuye el flujo sanguineo renal, también lo hace la fuerza motriz bésica de la
filtracion. Ademas, los rifiones dejan de recibir oxigeno y otros nutrientes vitales para el
metabolismo celular. Como consecuencia de la disminucién de la TFG, se acumulan los productos
residuales del organismo y por ello, el paciente experimentara un incremento de los niveles

séricos de creatinina y de nitrégeno ureico en sangre (BUN), lo que recibe el nombre de uremia.

La hipoperfusion renal es consecuencia de la

INSUFICIENCIA
+) 3
hipovolemia, disminucién en el gasto cardiaco, WEN Caraince
$PRECARGA | iy

vasodilatacion sistémica o vasoconstriccion intrarrenal.

Vasoconstriccion

En todas estas ocasiones la disminucion de la volemia Hipopertusidn
+ Secrecién de rening  tisular
= Activacién del eje sistémica

provoca caida de la presidon arterial (<80mm Hg), revrwergictensinasidosierana

K (+) Presién de

P
inicidandose una activaciéon del sistema nervioso mﬂ,\\gy  pertusion
X T
densa %{i
simpatico, del sistema renina angiotensina-aldosterona GLOMERULO
y liberacidn de la hormona antidiurética. (Figura 1) Figura 1.- Fisiopatologia de la IRA

En situaciones de hipoperfusion poco importante en el rifidn, la perfusién glomerular, la

presiéon de ultrafiltrado y la TFG se mantienen estables a través de varios mecanismos:
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4+ La autorequlacién: Este mecanismo trata de mantener constante la presién hidrostatica

glomerular por medio de la dilatacion de la arteriola aferente y la constricciéon de la
arteriola eferente consiguiendo mantener el flujo sanguineo, la presion en el lecho capilar

glomerular y la TGF.

La dilatacion arteriolar aferente ocurre a través de la respuesta miogénica,
retroalimentacion tubulo glomerular, y a las prostaglandinas y posiblemente también del

oxido nitrico (NO).

La constriccion arteriolar eferente ocurre via angiotensina Il

11,12,

= Activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona Este sistema estimula la

vasoconstriccién periférica, que incrementa a su vez la presion de perfusion, estimulando
la secrecién de aldosterona que da lugar a la reabsorcién de Na* y agua y excrecién de K".
La reabsorciéon de Na' y agua aumenta el volumen intravascular total mejorando la
perfusién de los rifiones. La reabsorcidn de Na* da lugar a un aumento de la osmolaridad
del plasma, que a su vez estimula la liberacién de la hormona antidiurética (ADH), la cual

favorece la reabsorcién de agua en los tubulos distales. (Figura 2)

Disminuciénen la perfusion renal

Autorregulacion miogénica

[# Vasodilatadores |

Prostaglandinas fAngiotensina |l

Figura  2.- Mecanismos  de
compensacion que mantienen la
TFG a pesar de una reduccion en la

presién de perfusion renal.

. Dilatacion aferente Constriccion eferente

Mantenimiento de la TFG |

La excesiva estimulacidn del sistema nervioso simpatico y del sistema renina-angiotensina
provoca una mayor vasoconstriccion renal que a la larga aboca a dafio tubular *2. La interferencia
iatrogénica con una compensacién renal por la administracion de vasoconstrictores, inhibidores

de la prostaglandina sintasa (AINEs), o inhibidores del sistema renina-angiotensina, como los
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inhibidores de la enzima de conversién de la Angiotensina (ACE) o antagonistas de los receptores

de angiotensina, puede acelerar la NTA en los individuos con la perfusion renal reducida.

La vasoconstriccidn renal grave se ha demostrado en IRA clinicas y experimentales y se ha
considerado en el pasado como el factor predominante que lo provoca, lo que explica el nombre
de la nefropatia vasomotora . Sin embargo, la reduccién en el flujo sanguineo renal total por si
solo no parece ser el responsable de la fuerte reduccion de la TFG, ya que el incremento del flujo
sanguineo renal mediante aumento de volumen o de la administracion de vasodilatadores no

corrige la TFG.

Las manifestaciones de la IRA, pueden no aparecer hasta una semana después de la lesidon
inicial. Sin embargo cuando aparecen lo hacen de manera brusca. La patofisiologia de la IRA,
inducido por la I/R renal incluye dafio microvascular y tubular, tumefaccion celular, muerte celular
tanto por necrosis como por apoptosis, trastornos hemodinamicos, infiltracion de células
inflamatorias y se producen cambios en la TFG. Ademas, la I/R causa una liberacidn de citocinas y
factores de crecimiento asociados con la nefropatia crénica que llevan a la rdpida activacién de la

respuesta inflamatoria 1

1.2.1.2.- Insuficiencia renal crénica (IRC):

La IRC se desarrolla desde meses hasta afios y conduce a una destruccion irreversible del

15
I

tejido renal *°, con la consiguiente enfermedad renal progresiva que conduce a la insuficiencia

renal terminal (IRT) *.

Es un problema de salud publica a nivel mundial, siendo una de las principales causas de
muerte en el mundo industrializado, indudablemente vinculado al progresivo envejecimiento de
la poblacién y a la elevada prevalencia de otros procesos crénicos como la diabetes mellitus,

hipertension y obesidad.

Ademads de a la diabetes, la hipertensién, y las enfermedades obstructivas de las vias
urinarias (como calculos, tumores, etc.), la IRA se debe a la complicacién de una gran cantidad de
enfermedades del rifidn, tales como enfermedades inflamatorias renales (llamadas en conjunto
glomerulonefritis), nefropatia por IgA (enfermedad de Berger), pielonefritis crénica y retencion
urinaria, y el uso de medicamentos téxicos para el rifidn (especialmente medios de contraste,

antineopldsicos, AINEs y algunos antibiéticos).
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Como consecuencia de la destruccién progresiva de las nefronas, las que permanecen
intactas empiezan a trabajar al maximo para adaptarse al aumento de las necesidades de
filtracion de solutos y de esta manera, suplir la funcidn de las nefronas destruidas. Esta respuesta
de adaptacion provocara que dichas células se hipertrofien, lo que conlleva una pérdida de la
capacidad de las mismas para concentrar la orina de forma adecuada. Uno de los primeros signos
de la IRC es la isostenuria poliuria, con aumento de la excrecién de orina que es casi isotdonica con
el plasma. Mas adelante, los tubulos empiezan a perder su capacidad para reabsorber electrolitos,
seguidamente, como el organismo no puede librarse de los productos residuales a través de los
rifones, aparece la uremia clinica y, finalmente, los desequilibrios hidroelectroliticos del
organismo empiezan a afectar a otros sistemas corporales. El conjunto de las manifestaciones de

la IRC se incluye en el término uremia o sindrome urémico.

La IRT, es la ultima consecuencia de la IRC, en la cual generalmente se requiere didlisis

hasta que se encuentre un donante para un trasplante renal. (Figura 3)

I/R RENAL
ISQUEMIA RENAL | REPERFUSION RENAL |
— Lipoperoxidacion
| Degradacionde ATP Nitrosilacion

Inhibicién de la actividad de GAPDH
Fragmentacion del DNA

Inhibicion de la respiracién mitocondrial
Alteraciones de membrana
Degradacion del citoesqueleto

v
|AGOTAMIENTO DE ATP

4

| Disfuncion celular renal ” Lesion celular renal

APOPTOSIS I

NECROSIS [cRoNIco |

NECROSIS INSUFICIENCIA INSUFICIENCIA INSUFICIENCIA
TUBULAR REMNAL RENAL REMNAL EN ESTADO
AGUDA (NTA) AGUDA (IRA) CRONICA (IRC) FINAL (IREF)

Figura 3.- Mecanismos de lesién por I/R renal

La incidencia de la IRT, se ha incrementado internacionalmente a ritmo constante desde
1989. Los EEUU tienen la tasa de incidencia de IRT mas alta, seguida de Japdn, el cual tiene una

prevalencia mas alta que EEUU '8,

Segun el informe anual del Registro de Enfermedad Renal Crdénica en tratamiento renal

sustitutivo, pacientes en dialisis y/o trasplante, de 2009, la IRC mantiene una incidencia de 129
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pacientes por millon de poblacién en ese aiio y la prevalencia es de 1039 por millén de poblacién.
En cuanto al nimero de pacientes en tratamiento sustitutivo, y en comparacién con otros paises

europeos y del resto del mundo, Espafia se encuentra en una posicién intermedia *>%°.

Si se detecta la enfermedad de manera temprana, puede reducirse la velocidad en el
progreso del dafio, retrasando la necesidad de iniciar las terapias de reemplazo de la funcién renal
y preparando mejor al paciente para cuando sea necesario su inicio. Las terapias de reemplazo
renal son la didlisis y el trasplante renal *°. La didlisis se inicia cuando el paciente no puede
conservar un estilo de vida razonable con medidas conservadoras o bien cuando estas no son

suficientes y la TFG es inferior a 12 ml/min.

El éxito del trasplante renal es el resultado de muchos afios de investigacion en medicina
clinica, quirdrgica y ciencias basicas. El coste de un afio de la didlisis es similar al coste del
trasplante renal en el primer afio. En los aios sucesivos, el coste del trasplante renal es sélo el
20% de la didlisis. Si se le afiade al factor econdmico la muy alta calidad y “cantidad” de vida,

queda mucho mds que justificado cualquier programa bien estructurado de trasplante renal .

Actualmente los resultados del trasplante renal de cadaver son muy buenos, lograndose
una supervivencia del injerto de alrededor de 90% al afio, del 70-75% a los cinco afios y del 50-
60% a los 10 afios. Las principales causas de pérdida del injerto a largo plazo son la respuesta
inflamatoria, el rechazo crénico y la muerte del paciente con injerto funcionante en relacién con
problemas cardiovasculares, infecciones, tumores y hepatopatias. Los resultados del trasplante
renal de donante vivo son superiores a los de cadaver y se caracterizan por una menor incidencia
de rechazo agudo y unos resultados superiores en cuanto a supervivencia del injerto que pueden

ser al ano del 98%, a los cinco afios del 85% y a los 10 afios del 75%.

1.3.- Problematica del trasplante renal

En el trasplante renal, es frecuente la presencia de un periodo postoperatorio de
disfuncidn inicial del injerto. Este hecho puede asociarse, con una peor evolucidn funcional del
rifién trasplantado a medio y largo plazo. La presencia de la isquemia normotérmica vy la

conservacién en hipotermia asi como las lesiones producidas en el momento de la reperfusion del
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érgano son eventos que pueden condicionar esos trastornos mediante la interaccion de factores

inmunoldgicos e isquémicos.

Algunos aspectos técnicos y farmacoldgicos, asi como la optimizacion de las condiciones
de preservacion del drgano pueden aumentar el porcentaje de érganos con funcidon inmediata, lo
que tendria consecuencias econdmicas significativas (menor numero de sesiones
complementarias de didlisis y acortamiento del ingreso hospitalario). Estos avances pueden

mejorar la supervivencia tanto del injerto como del paciente a medio y largo plazo.

1.3.1.- Preservacion

El perfeccionamiento de nuevas y mejores técnicas de preservacién de drganos ha tenido
un impacto decisivo en la viabilidad de los érganos y en el éxito del trasplante, lo que permite que
la supervivencia de los injertos en el primer afio se mantenga por encima del 90% para rifiones,
higado, pancreas y corazén. Sin embargo, en los ultimos afos, el mantenimiento de la viabilidad
de los érganos durante la preservacion se ha convertido en un verdadero reto, ya que, como
consecuencia de la escasez de donantes, los criterios de inclusidon del donante cadaver se han
ampliado de forma muy importante. En la actualidad, los drganos se obtienen de donantes con
edad avanzada, con mas enfermedades y un mayor nimero de donantes a corazéon parado que
los obtenidos hace 10 afios. La extraccidn, el almacenamiento y el trasplante de un érgano sélido
de un donante alteran significativamente la funcionalidad del érgano y sus efectos se
manifestaran en la capacidad de recuperar su funcidn tras el trasplante. Las diferentes técnicas de
preservacion de drganos sirven para minimizar este dafio y mejorar la funcion y la supervivencia

del injerto.
El dafio de los érganos durante el trasplante ocurre en tres fases:

4+ La primera, denominada fase de isquemia caliente, incluye el tiempo que pasa desde la
interrupcién de la circulacién del érgano donado hasta el momento en que es perfundido
con la solucidn hipotérmica de preservacion.

+ La segunda fase, llamada fase de isquemia fria, es el periodo que transcurre desde que el
6rgano es preservado en un estado hipotérmico hasta su implante en el receptor. %

% La tercera fase, es la fase de reperfusién, cuando el injerto es revascularizado con la

sangre del receptor.
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En la préctica clinica, el tiempo de preservacion del rifidn a trasplantar en isquemia fria,
varia considerablemente. Un periodo prolongado de isquemia fria tiene como consecuencia una
alta incidencia de retraso en la funciéon del injerto, que es un factor negativo para su
supervivencia. El tiempo de preservacién deberia ser lo mas corto posible y hay autores que
demuestran que cuando el tiempo de isquemia fria supera las 6 horas, se incrementan los efectos

clinicos negativos, aumentando hasta un 26% el riesgo de disfuncién primaria del injerto %.

Debido a ello, existen pocos estudios experimentales sobre trasplante renal en los que los

tiempos de preservacion del érgano sean prolongados *.

Durante la hipotermia se ha observado en los tubulos proximales, tumefaccion
mitocondrial junto con los cambios en su estructura, edema extra e intracelular, y marginacion de
la cromatina. Esto, refleja la incapacidad para mantener la fosforilacién oxidativa y el transporte
de membrana a temperaturas no fisioldgicas. Aunque la fosforilacién oxidativa esté interrumpida,
las reservas energéticas se pierden mas lentamente en frio, de acuerdo con la regla de Van't
Hoff’s. Con respecto a la isquemia caliente cardiaca, la pérdida total del ATP se ha observado

5

después de 40 minutos >, sin embargo, esto no pasa dentro de los tiempos de isquemia fria

clinicamente justificados, aunque si se observa una disminucion del 50% del indice de ATP/ADP 2,

La hipoxia es capaz de poner en marcha un importante nimero de genes que se han
conservado desde hace millones de afios en la evolucidon. Sin embargo, los procesos de
transcripcién y traduccién estdn limitados por la ausencia de oxigeno, necesaria para responder
rapidamente a las demandas energéticas. Aunque hay diversas opiniones sobre la expresion de
genes durante la hipotermia, se piensa que el incremento del RNAm se debe a la estabilizacion del
RNAm en el frio, y no hay evidencias de que se despliegue la doble cadena de DNA, ni el

transporte de nucleétidos °.

Durante la preservacion hipotérmica se desarrollan también alteraciones mitocondriales
relacionadas directamente con el frio: es un estado celular de apoptosis latente o preapoptosis.
En el momento de la reperfusidn, esas células pasan a una fase activa de apoptosis debido a la
activacion de una cascada de sucesos bioquimicos. Nuevamente las caracteristicas del donante,
del érgano y de la calidad de preservacidn seran esenciales. Es decir, la isquemia se relaciona con
destruccién celular directa por necrosis y la reperfusion con pérdida celular por apoptosis. La
hipotermia produce lesiones celulares especificas, que son mas importantes cuanto mas tiempo

tarde el 6rgano en ser transplantado 2"/,
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Durante la fase de isquemia hipotérmica en la mitocondria celular, el frio inducird la
elevacién del Ca™ intracelular, la aparicién de los RLO en el medio asi como la inversién de la
relacién BCL-2/BAX (proteinas de membrana) en la mitocondria. Estos cambios producen la
apertura del poro mTP con edema mitocondrial secundario. La alteracion de la membrana de la
mitocondria facilita la salida del citocromo C al medio extramitocondrial. El citocromo C, en el
momento de la reperfusidn del érgano puede estimular la agregacién de determinadas moléculas
proapoptdticas con activacion final de la enzima pro-caspasa 3 y de la via proteolitica de las
caspasas. Esto permitird el desarrollo de la apoptosis. Ese edema mitocondrial pogresivo, se

observa durante la fase de hipotermia y constituye la apoptosis celular durante la reperfusion.

En cuanto a los RLO, [anidn superdxido (O,), perdxido de hidrégeno (H,0,), peroxinitritos
(ONOQ)) y el radical hidroxilo (OH’)], dependiendo del tipo de isquemia se generan distintos tipos

que juegan un papel diferente en la isquemia caliente y en la isquemia fria %°.

La resistencia de diferentes tipos celulares a diferentes tipos de isquemia es dificil de
valorar, ya que los cambios morfoldgicos capaces de verse con microscopia se llevan a cabo
solamente después de periodos prolongados de isquemia, mientras los cambios son mas
tempranos cuando se produce la reperfusion. Las células endoteliales cardiacas son muy
resistentes a la isquemia caliente con un 50% de viabilidad después de 12 horas de isquemia *°. El
mayor dafo endotelial solo se desarrolla cuando el tejido es reperfundido después del periodo de
isquemia. De este modo, el dafio por isquemia caliente en cardiomiocitos afecta a las funciones
de contracciéon post-reperfusion, fendmeno que no se produce durante la isquemia fria

prolongada *°.

La isquemia caliente también produce un importante dafio a los hepatocitos y reduce el
nimero de células de Kupffer viables®. Sin embargo, la isquemia fria seguida de la reperfusién
provoca cambios notables en las células endoteliales sinusoidales con necrosis temprana sin
afectar a los hepatocitos®’. En el rifién, el dafio por isquemia caliente se produce primero en las
células del tubulo proximal. Aunque toleran una exposicidon corta a la isquemia caliente, los
cambios en el potencial trans-epitelial y en las uniones célula-célula aparecen muy pronto *%.
Algunos drganos pueden tolerar isquemias frias prologadas y algunos isquemia caliente sin un
deterioro significativo de la funcidn. Sin embargo, cuando ambos factores se dan en el mismo

tejido se produce un importante dafio con una marcada muerte celular *2.

El desarrollo de una solucién de preservacion Util para la mayoria de érganos donantes,

tanto para el enfriamiento in situ en el donante como para el almacenamiento en frio tras la

Pégina | 13



TESIS DOCTORAL:
Maria Begoia Garcia Cenador

extraccion, ha sido posible tras integrar los principios bdasicos de la isquemia en hipotermia

anaerdbica con los principios del metabolismo érgano-especifico ****.

1.3.1.1.- Isquemia hipotérmica anaerdbica

El fundamento de la preservacién de drganos se basa en la supresién del metabolismo y
de las enzimas catabdlicas mediante hipotermia a 4°C. Se ha demostrado que la hipotermia
enlentece la actividad enzimatica con disminucién de los requerimientos de oxigeno e incluso

llega a paralizarla a temperaturas inferiores a los 0°C ***°.

La mayoria de las enzimas en los animales homeotérmicos reducen su actividad de 1,5a 2
veces por cada 10°C de descenso de la temperatura, pero todavia hay una importante actividad a
1°C. Por ello, el mantenimiento de unas concentraciones minimas de ATP es fundamental para
controlar la lesién isquémica. Sin embargo, la hipotermia no estd exenta de efectos adversos. A su
capacidad de disminuir la actividad metabdlica y, por lo tanto, el consumo de ATP hay que anadir
que también afecta a la actividad de la enzima Na'/K" ATPasa, lo que favorece la aparicién del

edema celular >¢.

Los drganos expuestos a la isquemia normotérmica permanecen viables durante periodos
relativamente cortos, usualmente menos de 1 h. Sin embargo, enfriando el érgano de 37°C hasta
2-4°C, se puede alargar el tiempo de preservacion por un periodo de 12-13 h. Este periodo de
almacenamiento puede alargarse de forma significativa si, ademas, se utiliza una solucién de

preservacion apropiada >’

Para conseguir la hipotermia se realiza la infusién intravascular de liquidos frios, de
manera que, ademds de conseguir un enfriamiento homogéneo del 6rgano, proporciona un
lavado intravascular con arrastre de elementos formes, isoaglutininas y factores de coagulacion
que dificultan la microcirculacién. Estos liquidos, empleados para enfriar el érgano, han ido
variando su composicién con nuevos aditivos para conferir al érgano una proteccion frente a los
efectos de la isquemia y la hipotermia, dando lugar a las diferentes soluciones de preservacién

que se utilizan hoy en dia.

De acuerdo con los mecanismos de lesidn tisular en relacion con la I/R, hay una serie de
principios que deben cumplir las soluciones de preservacion para tratar de evitar dicha lesién

(Tabla 11) .
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. . .. ., 39
Tabla II.- Diferentes funciones de algunos de los componentes de una solucidn de preservacion ™.

Agentes osméticos activos Previenen eledema celular Glucosa, sucrosa, manitol,
lactobionato, rafinosa,
citrato,gluconato

Electrolitos Tienen un efecto osmdtico Na*, K*, Ca*, Mg*

Tampoéniones H* Regula la concentracion Bicarbonato, citrato, fosfato,
extracelular H* histidina, lactobionato, piperazina

Coloides Previenen la expansion del espacio  Albumina, hidroxi-etil-almicon
intersticial

Inhibidores metabdlicos Evitan la degradaciondelos Alopurinol, antiproteasas,
componentes celulares clorpromazina

Metabolitos Facilitanla regeneracion de ATP Inosina, adenosina, glutation

Antioxidantes Inhiben lalesién procducidaporlos Aminoesteroides, vitamina E,
radicales libresdel 02 desferroxamina

Farmaco Minimiza la entraclade Ca*, ala Mg*, verapamila, nifedipino,
celula diltiazem, trifluoperazina

Minimizacion del edema celular inducido por hipotermia.

Las células se encuentran rodeadas por un medio liquido extracelular con una
concentracion alta en Na® y baja en K" mientras que el liquido intracelular tiene una concentracién
alta de K" y baja de Na'. Esta situacion idnica estable se mantiene a través de la bomba Na'/K"
ATPasa, la cual requiere gran cantidad de la energia en forma de ATP derivada de la fosforilacion
oxidativa. La preservacién en condiciones de hipotermia anaerdbica suprime la actividad de la
bomba de Na’, y disminuye el potencial de la membrana plasmatica, en consecuencia, las
moléculas de Na* y Cl entran en la célula bajo un gradiente de concentracién, y al no ser
bombeados al exterior, la célula se edematiza al acumularse agua en su interior arrastrada con el
Na’. Esta tendencia al edema intracelular puede contrarrestarse afiadiendo una concentracién de
310 mmol/L (310 mOs/kg de fuerza osmética) de sustancias para las que la membrana celular es

impermeable, es decir, moléculas de alto peso molecular que retienen el agua en el

compartimento extracelular.

Asi pues, un componente clave en las soluciones de almacenamiento en frio es una
concentraciéon adecuada de sustancias impermeables osmdticamente activas como azlcares

(glucosa, sacarosa, manitol) o lactobionato, rafinosa etc.
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Prevencion de la acidosis celular.

Una segunda consideracion para la preservacién en frio es la prevencién de la acidosis
intracelular. La isquemia, incluso en medio frio, estimula la glucdlisis, la gluconeogénesis y
también incrementa la produccién de acido lactico y la concentracién de iones de hidrégeno. La
acidosis tisular puede dafar las células e induce una inestabilidad lisosomal al activar los enzimas
lisosomales. La prevencién de la acidosis intracelular es un requisito importante para la correcta
preservacion de érganos. Un efecto tampdn efectivo en las soluciones durante el almacenamiento

o un pH alcalino durante la perfusiéon, mejoran la viabilidad del 6rgano.

Disminuir la entrada de Ca** al interior de la célula.

La entrada de Ca®* es muy dafiina ya que activa las fosfolipasas que atacan a la membrana
celular. Por eso se afiaden sustancias bloqueantes de los canales de Ca®* como el verapamilo, el

nifedipino o el diltiazem.

Prevencion de la expansion del espacio intersticial.

La expansion del espacio intersticial sucede durante la perfusion in situ y tras la extraccién
del injerto. El aumento del espacio intersticial comprime el sistema capilar y provoca una

deficiente distribucién de la solucién perfundida en el parénquima.

Una solucién ideal es aquélla que contiene sustancias que incrementen la presién
oncdtica, y permita un libre intercambio de los constituyentes del liquido sin expandir el espacio

intersticial.

Prevencion de las lesiones por los RLO.

La alta reactividad natural de estas moléculas condiciona que su lugar de accidn esté
proximo al lugar de su formacién, provocando entonces la peroxidacidn de los fosfolipidos de Ia
membrana plasmatica, la desnaturalizacién de proteinas estructurales y de enzimas, y la

fragmentacion del ADN.

Por lo tanto se afiaden sustancias antioxidantes con actividad “scavenger” que frena el
efecto de los RLO. También se pueden anadir enzimas como la catalasa y la superéxido dismutasa
que activan el catabolismo del perdxido de hidrégeno y del radical superdxido, respectivamente.

El glutation es reducido por la enzima glutationperoxidasa en el proceso de detoxificacién del
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peroxido de hidrégeno. Otras moléculas de menor importancia con poder antioxidante son el

piruvato, algunos aminodcidos, proteinas e hidratos de carbono celulares.

Suministro de sustratos energéticos.

El ATP se degrada rapidamente durante la hipotermia y los productos finales de su
degradacién (adenosina, iosina e hipoxantina) son permeables a la membrana plasmatica. La
reperfusién del rgano necesita una regeneracion rapida de la actividad de la bomba de Na* y de
otros procesos que requieren energia en forma de ATP, por esto, la disponibilidad de precursores

de ATP es primordial para que la preservacion del 6rgano sea correcta “°.

1.3.1.2.- Soluciones de preservacion:

Son diversas las soluciones que se utilizan para la preservacién de érganos *, aunque cada
una de ellas difiere sustancialmente en su composicidn, sus objetivos son los mismos: prevenir el
edema celular, retrasar la destruccién celular y maximizar la funcion del 6rgano una vez que se
restablezca la perfusién *. Las soluciones de preservaciéon multiorganica que mas se utilizan en el

ambito clinico en la actualidad son:

4 Solucién de Eurocollins: Es una solucidn de tipo intracelular, ligeramente hiperosmética,

que se caracteriza por su sencillez y por contener altas concentraciones de potasio,
fosfato que actia como tampodn, y glucosa como agente osmodtico. Su uso mejord
enormemente la preservacién de érganos; en el caso de la preservacién renal, permitia
una buena conservacion de los rifiones en hipotermia desde 18 a 24h. Esta solucidn se
utiliza actualmente en la preservacién de corazén, higado y pulmén *.

% Solucién de la Universidad de Wisconsin: A principios de los afios ochenta Belzer disefio la

solucion de la Universidad de Wisconsin (UW) o solucion de Belzer. Esta solucién tiene
una composicién electrolitica de tipo intracelular, omite la glucosa y, ademas, contiene
nuevos impermeabilizantes no metabolizables, como lactobionato y rafinosa. La solucién
también contiene fosfato y sulfato como tampones, adenosina como precursor para la
resintesis de ATP, y un coloide estable y efectivo para aportar presién coloidosmética, el
hidroxietil-almidén. Por ultimo, se afiaden otras sustancias con actividad antioxidante
(glutatién, alopurinol) y citoprotectores (magnesio, dexametasona e insulina). En la
actualidad, todavia se considera que es la solucién de preservacion de referencia para

rifién, higado, pancreas e intestino delgado *.
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# Custodiol o solucidn HTK: El Custodiol, solucién HTK o solucidn de Bretschneider es una

solucion de preservacidon que estd muy extendida en Europa central para la preservacién
cardiaca, renal, pancredtica y hepatica. Es una solucién de tipo intracelular, practicamente
exenta de Ca™ y con concentraciones de Na* muy bajas. El Custodiol ha mostrado su
eficacia en la preservacidon cardiaca, ya que permite prolongar la isquemia fria. En
preservacion renal y hepatica ha mostrado resultados similares cuando se compara con la
UW. A pesar de la ausencia de estudios aleatorizados y controlados, muchos grupos
utilizan la solucién HTK para preservar todos los 6rganos abdominales .

+ Solucién Celsior: La solucién Celsior, disefiada en 1994, tiene una formulacién de tipo

extracelular que combina el efecto de los sustratos metabdlicos inertes de la solucién de
Belzer (lactobionato, manitol) y el de actividad tampdn de la solucién HTK. En los ultimos
afos, ha mostrado buenos resultados en preservacion cardiaca, pulmonar, hepadtica,

pancreatica, renal y de intestino delgado. *.

El interés creciente sobre la importancia en la evolucion de la respuesta inflamatoria
provocada por la lesidn de I/R, tras el trasplante ha estimulado la investigacidn en el campo de la
lesidn por preservacion y el desarrollo de nuevas soluciones de preservacion, como la solucién de
la Universidad de Amsterdam (Polysol), la solucién IGL-1, desarrollada por un grupo de Lyon o la

solucién de la Universidad de Kyoto que se encuentran en fase de investigacion clinica *.

1.3.1.3.- Metabolismo drgano especifico

Se han observado importantes diferencias en el metabolismo del rifién, higado y pancreas

gue influyen en su preservacion en frio.

Como hemos visto, se necesitan sustancias impermeabilizantes para evitar el edema
celular. La glucosa, el principal impermeabilizante en la solucién de Collins, no es efectiva para la
preservacion del higado ni del pancreas, porque rapidamente difunde hacia el interior celular de
estos drganos. El manitol, otro compuesto usado como impermeabilizante, es tan permeable
como la glucosa en el higado. La acidosis celular resultado de la glicélisis anaerébica, asi como el
control de la glicdlisis y la produccion de acidos, son diferentes en el rifdn y en el higado. El
higado produce mayor cantidad de iones hidréogeno que el rifién por su mayor contenido en

glucégeno y por la mayor permeabilidad de su membrana plasmatica a la glucosa.

En cuanto a la preservacién renal, hay dos métodos aplicables en el ambito clinico: a) la

conservacion en frio, que serfa efectiva para rifiones recuperados de donantes 6ptimos **, y b) la
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maquina de perfusién hipotérmica pulsatil que estaria indicada para la preservacién de rifiones

que hayan sufrido dafios por isquemia caliente o hipotensidn **.

En estudios recientes, la maquina de perfusion reduce la incidencia, la duracion y la
severidad de la disfuncién primaria del injerto tanto y mejora la funcion del injerto después del
trasplante de érganos de donantes a corazén parado *°. Sin embargo, a pesar de la evidencia de
que las técnicas de preservacidon con maquina de perfusién hipotérmica proporcionan una mayor
calidad del injerto y mayores tiempos de preservacion, la técnica estandar actual es la perfusiéon
del érgano con una solucién de preservacién y su almacenamiento a 4 °C durante el minimo
tiempo necesario antes del trasplante. Un argumento valido a favor de esta practica es que
proporciona aceptables resultados con un método mads simple y barato que la maquina de
perfusion, que requiere un instrumental caro e incémodo, asi como personal adicional para

hacerlo funcionar **.

Las soluciones de preservacién mas utilizadas para el rindn son Eurocollins, Wisconsin y

Custodiol, que obtienen unos tiempos de preservacion que oscilan en 18-30 h *°.

1.3.2.- Rechazo del injerto

El éxito del trasplante de drganos ha mejorado significativamente en unas pocas décadas,
uno de los factores que ha contribuido decisivamente al éxito de los trasplantes, ha sido la mejora
de la inmunosupresidon con la introducciéon de las terapias inmunosupresoras basadas en la
interrupcion de la IL-2, por los inhibidores calcineurinicos (ciclosporina y tacrolimus) *. Pero a
pesar de los impresionantes avances con la ciclosporina y tacrolimus, el rechazo (sobre todo el
cronico), la infeccidn vy la toxicidad de los farmacos obstaculizan el éxito del trasplante. Este hecho
refleja la inutilidad de los regimenes inmunosupresores actuales para bloguear selectivamente la

respuesta del aloinjerto mientras permanecen intactas otras defensas del huésped.

Por supuesto, el agente inmunosupresor ideal, seria aquel capaz de reducir o anular la
posibilidad de un rechazo, pero sin afectar al resto de la respuesta inmune. Por desgracia este
agente inmunosupresor no ha sido descubierto hasta el momento, por lo que es necesario tener
en cuenta que los pacientes inmunosuprimidos presentan problemas de disminucién de defensas

frente a todo tipo de organismos patégenos y de desarrollo de determinados tipos de tumores.

En el trasplante renal pueden diferenciarse tres tipos de rechazo *%:
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4+ Rechazo hiperagudo: El rechazo hiperagudo es irreversible y es necesario realizar

nefrectomia del injerto. El tejido trasplantado es rechazado en cuestion de minutos a
horas debido a que la vascularizacidn se destruye rapidamente. Los complejos antigeno-
anticuerpo activan el sistema del complemento, causando trombosis masiva en los
capilares, lo que impide la vascularizacion del injerto. Esta forma de rechazo, es poco
frecuente.

4+ Rechazo agudo: Es el més caracteristico de las primeras semanas o meses del trasplante.
Ocurre en un 20 40% de los trasplantes de cadaveres con terapia inmunosupresora
habitual. Segun las estructuras involucradas, existen dos patrones de rechazo agudo: el
mas comun es el tubulo-intersticial, que en muchas ocasiones es facil de superar; el otro

es el vascular, mucho mas dificil de tratar.

+ Rechazo crénico: Este aparece en periodos mas tardios de evolucién del trasplante. Hay

buenas evidencias de que el mecanismo subyacente en el rechazo crénico es la

histoincompatibilidad, como en el rechazo agudo.

El uso de medicamentos inmunosupresores ha aumentado la supervivencia de los
aloinjertos en el primer afio, pero el rechazo créonico no se puede evitar en la mayoria de los
casos. En los receptores de los rifiones, el rechazo crénico (llamado nefropatia crénica del injerto)

se manifiesta como fibrosis y glomerulopatia.

1.3.3.- Disfuncion del injerto:

La nefrona estd recubierta por células epiteliales tubulares polarizadas que estan
altamente especializadas en el control de la excrecidn de agua, electrolitos, otros solutos
organicos, y mantener el equilibrio acido-base. Ademas de su papel en el control del contenido de
la orina, las células epiteliales tubulares polarizadas desempefian un papel activo en la defensa

contra la infeccidn urinaria ascendente.

La I/R severa puede causar necrosis y apoptosis de las células epiteliales tubulares
polarizadas. La IRA causada por lesiones isquémicas o toxicas a menudo se conoce como NTA, un
término derivado de la apariencia histoldgica del rifion. Aunque la necrosis suele ser un
componente menor en la histologia de esta enfermedad, la disfuncién renal profunda que se
produce en NTA es mas probable que sea causado por una desorganizacion celular de las células

epiteliales tubulares polarizadas subletalmente dafadas, cambios en el flujo sanguineo vy
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obstruccion vascular, obstruccién de los tubulos renales por los tubulos desprendidos y detritus, y

la respuesta inflamatoria a la lesién hipdxica *.

El trasplante de rifidn esta inevitablemente asociado a un periodo de isquemia y la
., v e ;. ., . ., 49
reperfusion del rifién isquémico, lo que puede causar lesién celular aguda y disfuncién renal ™.
Dependiendo de la gravedad de la IRA provocada por el fendmeno de I/R, entre el 20-80% de los
trasplantes de rindn de donante de caddver, necesita apoyo de didlisis temporal en la primera

50,51
7, La

semana después del trasplante; esta condicién se conoce como funcion renal retardada
funcidn renal retardada complica el tratamiento de los pacientes después del trasplante de rifidn
con episodios de rechazo agudo que no pueden ser diagnosticados clinicamente. Ademas, un
estudio publicado recientemente demuestra que la funcién renal retardada en los riflones de
donantes de muerte cerebral, estd independientemente asociada con un aumento del 40% en el

riesgo del fracaso del injerto a largo plazo °*.

En contraste con la donacién tras la muerte cerebral, los rifiones de donantes después de
la parada cardiaca sufren lesion isquémica caliente desde que se detiene la circulacion hasta la
preservacion del érgano. Como resultado, la mayoria de estos rifiones experimentan funcion renal
retardada y entre un 15-25% de los rifiones de donantes después de la parada cardiaca no tendra

recuperacion funcional; esto se conoce como disfuncion primaria.

La disfuncidn primaria después del trasplante de rifidn es una complicacidn grave, ya que
los receptores de estos rifiones han estado expuestos a los riesgos de la cirugia y la
inmunosupresion y pueden haberse sensibilizado con los antigenos del donante, limitando las

oportunidades del retrasplante .

Los intentos de reducir la incidencia de retraso en la funcién del injerto en el trasplante
renal, se han centrado principalmente en la mejora de la preservaciéon hipotérmica del érgano, en
la reduccidn de los efectos nefrotéxicos de medicamentos inmunosupresores y en la modulacién
del dafio por I/R .

* no han experimentado la

Los resultados de supervivencia del injerto a largo plazo
misma mejoria que la supervivencia a corto plazo y las causas de mayor incidencia en la pérdida
del injerto son la nefropatia crénica del injerto y la muerte del paciente con érgano funcionante

debida a patologia cardiovascular >***.

Recientemente se ha abierto la puerta a una nueva dimensién sobre la comprensién del

dafio bioldgico en lugar del estrictamente inmunoldgico con respecto a los fenédmenos de rechazo
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crénico del injerto, que parece reflejar los resultados de ambos fenémenos: especifico antigeno-
dependiente y no especifico antigeno-independiente. Uno de esos factores antigeno-

independientes es la lesién por I/R *°.

La viabilidad del érgano trasplantado depende de la tolerancia del injerto a la isquemia
fria y al dafio por I/R durante la cirugia. El dafio por I/R secundario a la extraccién, almacenaje y
trasplante renal, afecta a la recuperacion del érgano tras el trasplante y se identifica como un
factor antigeno independiente del fallo del injerto. La influencia del dafio por I/R sobre la funcion
del injerto a largo plazo, no esta completamente aclarada, pero si se ha comprobado que los
injertos expuestos a I/R tienen aumentada su inmunogenicidad, favoreciendo de este modo el

desarrollo de rechazo agudo, que es un factor de riesgo para el IRC *’.

Ademas, la I/R causa una liberacién de citocinas y factores de crecimiento que llevan a la
rapida activaciéon de la respuesta inflamatoria *%. El dafio por I/R es causa de los hallazgos
histoldogicos de la NTA y de los resultados clinicamente probados del retraso de la funcion del
injerto. El dafio renal causado por el fendmeno de I/R se manifiesta por una combinacién de dafio

glomerular y tubular que conduce a una IRA que se acompafia de altas tasas de mortalidad.

Otro de los objetivos de la modulacion biolégica de la IRA isquémica o NTA es reducir la
incidencia de la funcion retardada del injerto y asi incrementar sin incidentes el nimero de
trasplantes renales utilizando 6rganos que hayan sufrido periodos largos de isquemia, como en

parada cardiaca *°.

La patofisiologia de la disfuncién primaria del injerto después de un trasplante de rifidn en

la clinica muestra grandes similitudes con la IRA isquémica en modelos de ratén .

Dada la complejidad de su patofisiologia se sigue investigando para atenuar la IRA
isquémico. A pesar de los conocimientos en la patofisiologia del desarrollo de IRA, los
mecanismos celulares involucrados son complejos y aun no son comprendidos totalmente. Se
estd investigando mucho en modelos experimentales para reducir la mortalidad asociada con la
IRA, pero la escasez de opciones terapéuticas para los receptores del trasplante estd en agudo
contraste con el crecimiento exponencial de blancos terapéuticos identificados en modelos de
roedores de la IRA isquémica durante las Ultimas dos décadas®’, por lo que actualmente las

intervenciones terapeuticas aplicables son el trasplante vy la dialisis™.

Tanto en la IRA como en el IRC estd involucrada la isquemia en el desarrollo del dafio

renal
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2.- Lesion por Isquemia y Reperfusion (I/R)

La lesion por I/R es un fendmeno complejo que contribuye a la morbilidad y la mortalidad
en el trasplante clinico de drganos sélidos . EI dafio mediado por el fenémeno de I/R en el
érgano trasplantado es de extraordinaria importancia en la evolucién del mismo, siendo en estos
momentos un aspecto del maximo interés en la investigacién biomédica del trasplante. La I/R
renal tiene muchas similitudes con el dafio por I/R que se produce en otros drganos aunque su

patofisiologia difiere con relacidn a varios aspectos visibles en otros érganos .

Aunque la introduccién de las soluciones de preservacién en la practica clinica ha
reducido la gravedad de lesiones isquémicas, la lesién por I/R todavia sigue siendo un problema
importante. Durante el proceso de obtenciéon de un érgano sdlido a partir de un donante y su
posterior implante en el receptor, existen etapas en las que se producen diferentes lesiones en el
injerto hasta ahora inevitables: uno durante la evidente isquemia por falta de riego sanguineo,
tras la extraccién del érgano y durante su preservacidén previa al implante, e irénicamente,
también durante la reperfusién tras el implante en el receptor, cuando la sangre vuelve a circular
nuevamente por el érgano elevando su temperatura y activando el metabolismo celular y otro de
la respuesta inflamatoria originada, por lo tanto estudiaremos separadamente lo que ocurre

durante estos periodos bien diferenciados.

2.1.-Lesion por isquemia

El término isquemia (del griego isch, restriccién y haema, sangre) indica una reduccién
relativa o absoluta en el suministro de sangre a un drgano, que se traduce en una disminucidn o

anulacién del suministro de oxigeno.

Su impacto en el parénquima dependerd de su intensidad, de la duracién, y del tipo de

célula y sus necesidades metabdlicas. La isquemia produce una alteraciéon del metabolismo
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celular, desencadenando modificaciones bioquimicas y moleculares complejas, pero cada vez
mejor conocidas. Las alteraciones en el rifidn pueden ser detectadas, a los pocos minutos de

iniciarse la isquemia &,

La mayoria de los estudios sefialan que el agotamiento de las reservas energéticas
necesarias para mantener los gradientes idnicos y la homeostasis de la célula lleva a la

acumulacién de metabolitos téxicos en su interior que contribuyen a la muerte celular .

2.1.1.- Biologia celular y molecular del dafio isquémico

La isquemia inicial y posterior de privacidon de oxigeno, cualquiera que sea su causa, hace

gue disminuyan las reservas celulares de ATP, dando lugar a una serie de eventos bioquimicos.

En la célula hipdxica se produce la conversién del metabolismo celular aerobio en
anaerobio, modificandolo hacia la fermentacién lactica y eludiendo el ciclo de Krebs. En
consecuencia, la produccién anaerdbica de adenosin trifosfato (ATP), molécula energética celular

esencial, es sensiblemente inferior (Figura 4).

Glucosa
Piruvato
0,
NORMAL ISQUEMIA Figura 4.- Cambios metabdlicos en
Acetil-CoA la lesién isquémica.
Ciclo de
Krebs
CO,+ H,0 + Acido lactico +
36ATP 2ATP

La sintesis de una molécula de glucosa por fosforilacion oxidativa produce 36 moléculas

de ATP (36 ATP/glucosa). ® Sin embargo, el metabolismo anaerdbico produce una cantidad

minima de fosfatos de alta energia, insuficiente para las demandas energéticas de la célula ®*’.
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Enumeramos a continuacién las principales consecuencias de la pérdida de ATP celular:

(Figura 5)

1. Pérdida de la funcidn de las bombas Na*/K* ATPasas tanto de las membranas plasmaticas
celulares y microsomales lo que provoca:

Alteraciones en el contenido electrolitico de las células
Hinchazén celular

Incremento de la concentracién de Ca*? libre en el citosol
Acidosis intracelular

a0 oo

2. Activacidon de determinadas enzimas

a. Fosfolipasas
b. Proteasas

36 mol ATP/mol

% ISQUEMIA
2 mol ATP/mol
10, yEnergia lATP
Disfuncion trans porte Funcion ATP-asa Flgura 5.-la perdida energetica Y la
l disfuncion de los sistemas de
Activacion atipica del Despolarizacion mb celular trasporte de la membrana
sistema citoplasmatico (Na, K, H) conducen a, la acumulacién de

\ / fluido y a la tumefaccién celular.

1 Ca*Zintracelular

e ~

Mediadores inflamacion Tumefaccién celular

La isquemia renal da paso a una segunda fase de reperfusidn, en la que paraddjicamente

se incrementa el dafio celular por:

3. Generacion de RLO
4. Reversion de la acidosis intracelular

5. Lesién inducida por los leucocitos

El déficit energético conduce a un aumento de la glucolisis con la consiguiente
disminucién del glucégeno y del pH, ademas de una disminucién de la sintesis proteica; estos
hechos conllevan la liberacién de enzimas lisosomales citosdlicas, que rompen el esqueleto
celular, y de la fosfolipasa A2, que degrada los fosfolipidos de membrana, esta fosfolipasa juega
un importante papel en el dafo isquémico. Los ratones knockout de esta enzima tienen menos

actividad de la mieloperoxidasa postreperfusién y menor liberacién del acido araquiddnico .
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Todas estas alteraciones conducen a la produccién de cambios nucleares y autodigestion proteica.

(Figura 6)

| Glucégeno
] Glucolisis =—ps- |pH
| Sintesis proteica

Liberacion enzimas

/ lisosomiales Figura 6.- Autodigestion proteica en la

lesion isquémica.
Cambios nucleares q

Autodigestion
proteica

Aunque no es el factor mas contribuyente, el agotamiento del glucégeno detiene la
glucolisis anaerdbica. Sin embargo, es mas significativo, que si todavia hay glucégeno pero ya hay
ausencia de ATP, la fosforilacion de la fructosa 6P no se lleva a cabo y la via de la glucdlisis no se

inicia.

A los pocos segundos, después de la interrupciéon del flujo sanguineo, la célula consume el
oxigeno que hay en la oxihemoglobina, y adapta su metabolismo para hacer la glucdlisis
anaerobica, abastecida por la glucogendlisis, y que mantiene una produccién minima de ATP. Sin
embargo, la demanda excede rapidamente la produccién, y disminuye la concentracidn
intracelular de ATP. La acumulacién de lactato y H' como consecuencia de la glucolisis anaerdbica
y la reduccién de la oxidacidn de la NADPH2 por las mitocondrias acidifica la célula y también

inhibe la glucolisis anaerdbica .

La detencién de la glucdlisis debido a la deficiencia en NAD" conduce a la inhibicién de la
enzima GADPDH que tiene como resultado la acumulacién de diversos intermediarios los cuales
algunas son particulas osmadticamente activas como la glucosa, glucosa-6P, glucosa-1P, a-glicerol-
Py productos como el lactato, el NADH, el H'. Esto conduce a un incremento en la osmolaridad en
el interior de la célula isquémica. La hiperosmolaridad también atrae agua hacia el interior de la

célula a través de la difusién simple por los canales de agua, y los canales de cloruro asi como el
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transportador de glucosa, y se cree que este mecanismo puede ser también responsable del

edema celular isquémico.

Las ATPasas de membrana (Na‘'/K'ATPasa), actian lentamente durante la isquemia &

pero la ausencia de ATP las inhibe. De ese modo se pierde la capacidad de mantener el potencial
de membrana y la excitabilidad celular para el mantenimiento del gradiente de concentracion de
iones Na'y K* dentro y fuera de la célula. Por lo tanto, el Na* entra en el citoplasma produciendo

el edema celular.

Ademas en situaciones de isquemia los metabolitos salen fuera de la célula, y se acumulan
en el espacio extracelular a menos que haya un balance entre la osmolaridad intracelular y
extracelular y la permeabilidad de la membrana. El fendmeno puede llegar a tener consecuencias
mayores cuando el espacio extracelular es lavado con la maquina de perfusiéon para la
preservacion del drgano, particularmente si la osmolaridad de la soluciéon de perfusién no estd
incrementada. El espacio extracelular puede llegar a ser facilmente hipotdnico con formacién
acelerada del edema. Los resultados del edema son la desorganizacion de las membranas
celulares, no solamente de la membrana celular externa por apertura de los canales que
contrarrestan el incremento del volumen, sino también del reticulo endoplasmatico, aparato de
Golgi, de las membranas mitocondriales y de los microtibulos del citoesqueleto, cuyos dafios son

dependientes del tiempo de isquemia ”°.

La pérdida de la coordinacion del ciclo metabdlico y de la fosforilacion lleva a la apertura
del poro de transicién mitocondrial (mPT). El mPT es un poro no selectivo en la membrana
mitocondrial interna, que es casi impermeable bajo condiciones fisiolégicas, pero se abre debido a

la alta concentracién de Ca™ en el interior de la mitocondria.

Finalmente la reduccién del ATP intracelular impide la regeneracién del glutation, acido
ascorbico y tocoferol que llevan a cabo la detoxificacién de los metabolitos presentes en el citosol

y en la membrana sarcoplasmatica ’*.

Como ya hemos dicho el déficit de oxigeno junto con el agotamiento de la energia celular,
conducen a diversas alteraciones bioquimicas, como la disfuncién del sistema de transporte de
membrana y la activacion atipica de los sistemas citoplasmaticos. La ausencia de ATP, disminuye
la funcion de las ATPasas, que esta implicada en el mantenimiento de las concentraciones idnicas

dependientes de los sistemas de transporte localizados en las membranas celulares (Na*, K*, H',
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Ca*?) produciéndose una despolarizacién de la membrana y una mayor acumulacién de Ca* libre
intracelular que proviene principalmente de su liberacion desde los depdsitos intracelulares
donde se halla secuestrado, mitocondrias y reticulo endoplasmatico 2 este aumento del Ca™
citosdlico ademds, se ve incrementado por la disminucién de la actividad de la Ca*’-ATPasa, que lo
vuelve a recaptar hacia el interior de dichos depésitos. El aumento de la concentracidn de calcio
intracelular [Ca®"], segundo mensajero, provoca la activacidon de diversos sistemas enzimaticos

importantes para la produccion de los mediadores de la inflamacién ">, (Figura 5)

La sobrecarga de Ca’* en la mitocondria causa la inhibicion temprana del complejo |
(NADH deshidrogenasa) de la cadena transportadora de electrones y si la isquemia se mantiene

quedan afectados los complejos Il (complejo citocromo bc,) y IV (citocromo C oxidasa).

El citocromo C pierde sus uniones de la membrana mitocondrial interna y penetra en el
citosol, activando la caspasa-3 durante la reperfusion. La liberacién del citocromo C se lleva a cabo
a través del mPT, cuya apertura estd relacionada con la tumefaccién de la matriz mitocondrial,

con la pérdida de las crestas mitocondriales internas y ruptura de la membrana externa.

La hipercalcemia mitocondrial, secundaria a la hipercalcemia celular, induce edema
mitocondrial, alteraciones en las estructuras supramoleculares (fosforilacion oxidativa) localizadas
en la membrana interna de la mitocondria y anula su potencial de membrana (AW,,). La pérdida
del AW,, va acompaiiada de la apertura del poro mPT en la mitocondria y es irreversible. Este
amplio canal no especifico deja pasar moléculas de un peso molecular de mas de 15 kDa hacia la
matriz mitocondrial lo cual pone en peligro la supervivencia de la mitocondria. La sobrecarga de

Ca*? mitocondrial es el mayor desencadenante de la apertura de los poros mPT “°.

La inhibicion de los poros mPT, atenuan el dafio en estados en los que se provoca un
incremento en la concentracion de Ca’ necesaria para la apertura del poro mPT, tanto en el
precondicionamiento isquémico, periodos cortos de isquemia, en isquemia seguida de
reperfusion, o por intervencién farmacoldgica. La ciclosporina es un potente inhibidor del poro
mTP ”’. Se ha demostrado, que los inhibidores de los mPT, mejoran la lesién isquémica renal en
diversos estudios con animales, aunque los mecanismos que confieren esta proteccién no estdn
claros 7%, y podrian incluir una mejoria en la hemodinamica renal, un efecto en la estabilizacién de
la membrana de las células epiteliales del tdbulo, y un efecto antagonista de la calmodulina,
ademas de la prevencién de la sobrecarga de Ca** en las células. Los inhibidores de mPT también

han tenido resultados alentadores en NTA en humanos. La administracion de los inhibidores de
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mPT, tanto en los donantes como en los receptores se ha demostrado que reduce la prevalencia
de IRA tras el trasplante de rifién de cadaver, sin embargo, el efecto beneficioso de los inhibidores
de mPT en esta situacion puede ser debido a su capacidad de atenuar la nefrotoxicidad de la
ciclosporina administrada simultdneamente. Por lo tanto, el uso profilactico de los inhibidores del
poro mPT antes de un dafio renal, como la isquemia fria en el trasplante de caddver, parece ser

beneficioso. Sin embargo, es poco probable que sea eficaz en la NTA establecida ”’.

En el ambito de la membrana plasmatica, y como consecuencia de las alteraciones de los
iones Na*, K"y Ca®*, el potencial de membrana desaparece. Debido a la elevada concentracién de
Cl extracelular y la presencia de elevada concentracion proteica intracelular, el Cl penetra dentro
de la célula con un catidén (Na* y Ca®*) arrastrando agua y el K* sale fuera para mantener el
equilibrio idnico con el espacio intersticial. Todo ello conduce al edema celular y a la activacién de
enzimas, por el Ca’ intracelular, como las fosfolipasas (producird la lesién de las diferentes
membranas: citoplasmatica, mitocondrial, lisosomal), proteasas, ATPasas (falta de ATP) vy
endonucleasas (fragmentacion de cromatina) por lo tanto se produce la muerte celular por

citolisis 7.

Dos importantes grupos de proteasas se activan en respuesta al incremento del Ca**

intracelular; las calpainas (cisteinas proteasas dependientes del Ca*) y las caspasas. Las caspasas
tienen sustratos en la membrana plasmatica, lisosomas, mitocondria y en el nucleo, y estan
involucradas en la ejecucién de la apoptosis y en la muerte celular. Si se afiade un inhibidor de
caspasas al medio de preservacién se ha demostrado que disminuye el dafio hepatico durante la

I/R 8,

Las vias apoptéticas mds importantes en el dafo isquémico son la via extrinseca, que
requiere de la activacion del receptor de la membrana plasmatica Fas, con sefal de traduccién via
FADD, y que tiene como resultado la activacién de la caspasa 8. La via intrinseca requiere de la
translocacion, de la proteina proapoptdética Bax, a la mitocondria, formandose poros de transicion
en la membrana mitocondrial para la liberacidn del citocromo Cy la activacidén de la caspasa 9. La
proteina proapoptética Bax también puede ser activada por las vias dependientes de p53. La
activacion de Bax, en células normales, es inhibida por las proteinas antiapoptoéticas Bcl2 y Bcl-xL.
Ambas caspasas, la 8 y la 9 activan la caspasa-3, la cual inicia la via final de la apoptosis ”°. (Figura

7)
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Figura 7.- Esquema de las dos vias principales que conducen a la muerte celular por apoptosis

Al mismo tiempo, la isquemia conduce a una pérdida de fosfolipidos de membrana,
alteraciones en el citoesqueleto y a una acumulacién de adenosina y sus productos de
degradacién, xantina e hipoxantina y nucleétidos de adenina. Los nucleétidos de adenina
difunden libremente fuera de las células, y su ausencia imposibilita la resintesis del ATP
intracelular durante la reperfusién. Ademads, existe una rdpida conversién de xantina
deshidrogenasa en xantina oxidasa. En consecuencia, tanto ésta como la hipoxantina estan
presentes en exceso. Estas dos enzimas catalizan las mismas reacciones, la transformacién de la
hipoxantina en xantina y xantina en acido Urico. Pero mientras que la primera utiliza NAD" como
un cofactor, la segunda utiliza oxigeno y forma el anién superdxido, un RLO que se producira

masivamente durante la reperfusion .

Otra fuente de RLO es el complejo IIl de la cadena transportadora de electrones ®'. Los
aniones superoxido pueden ser generados por casi todas las oxidasas de este complejo. Los RLO
son lesivos para las membranas celulares, incrementandose aun mas la entrada de Ca* en la
célula y en las mitocondrias y activando y promoviendo liberacién de un nimero superior de

enzimas. (Figura 8)
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Figura 8.- La disminucién en la concentracién del ATP intracelular durante la isquemia afecta
significativamente al metabolismo, a la homeostasis idnica y a la estructura de las proteinas en la
célula.NADPH2 (nicotinamida adenina dinucleotido fosfato); Pi (fésforo inorganico); PTP (poro de transicién
en la permeabilidad mitocondrial), [i] (intracellular ion concentration),W,, (Potencial de membrana

sarcoplasmatica). (Modificada de *')

La ruptura de la membrana citoplasmatica dafiada es un factor importante en la
patogénesis de la lesidn isquémica irreversible. Si la isquemia es lo suficientemente prolongada
(mas de 24 horas), el dafio ocasionado sera irreversible (necrosis celular) dependiendo del érgano

afectado, careciendo de importancia a partir de este momento la fase de reperfusion %%

Todas las células del tejido isquémico quedan afectadas en mayor o menor medida como
consecuencia del edema. A nivel de las células endoteliales de la microcirculacién, durante la

reperfusién, aparece el fenémeno de "no reflujo" *

, caracterizado por la imposibilidad de Ia
reperfusién del 6rgano debido a la obstruccion progresiva en la microcirculacién 3 debido al

hinchamiento del endotelio y a la obstruccidn capilar.

Recientes trabajos utilizando técnicas de microscopia intravital ha proporcionado nuevas
revelaciones sobre el papel central de las alteraciones microvasculares y el dafio tubular en el

rifidn isquémico produciendo disfuncién renal ®. Se han propuesto muchos factores para explicar
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este fendmeno, entre ellos un desequilibrio entre mediadores vasodilatadores vy
vasoconstrictores, congestién endotelial, incremento de la permeabilidad endotelial produciendo
edema intersticial que comprime los capilares peritubulares, incremento de la adherencia
leucocitaria, y acumulacién extravascular de leucocitos, fendmenos que dan lugar a una
obstruccion de tipo mecanico al flujo. Posteriormente, durante la reperfusion, puede también

exacerbarse este dafio isquémico (“reflow paradox”) ®.

El dafio isquémico pasa a manifestarse por la rapida activacién de una reaccién
inflamatoria que involucra a los RLO, los factores endoteliales y los leucocitos. Se produce una
rapida sobreexpresion de moléculas de adhesion celular (CAMs) en la superficie endotelial,
particularmente selectinas, que rompen el equilibrio que mantiene la homeostasis en la
microcirculaciéon con la atraccidon, activacidn, adherencia y migracion de neutrofilos circulantes
gue se unen al endotelio vascular, causando la destruccion del tejido local por la descarga de RLO,
proteasas y otros mediadores de la inflamacion entre los que se incluyen factores activadores de

las plaquetas y leucotrienos.

Antes de ser un mecanismo de agresion, los neutréfilos son necesarios para la reparacion
del tejido inflamado. Los neutrofilos toman parte en la extraccion de tejido necrosado en el

momento de la isquemia

Tras estos eventos iniciales, la cascada de citocinas y CAMs se amplifica; los linfocitos y

macroéfagos infiltran al tejido trasplantado y liberan varias citocinas y otros factores. (Figura 9)
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Las alteraciones ultraestructurales son detectadas en el rifidn isquémico muy
precozmente (a los pocos minutos de iniciarse la isquemia) observandose una rapida desaparicién

de las microvellosidades apicales. En concreto la gama de lesiones identificadas son (Figura 10):
a)

b)

disfuncidn endotelial y vasoconstriccion renal sostenida;

alteraciones en el citoesqueleto de las células tubulares, del volumen celular y de la
direccion del transporte transmembrana;

c) ruptura de las uniones entre las células tubulares y de éstas a la matriz extracelular,

con la consiguiente pérdida de la permeabilidad de los tubulos;

d) la organizacién de material de detritus en el interior y exterior de las células. &
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Figura 10.- Alteraciones que llevan a cabo la disminucién de la tasa de filtracion glomerular.

2.1.2- Alteraciones ultraestructurales en la isquemia renal (Descritas en el apartado de NTA)

+ Lesion del citoesqueleto de actina

+ Pérdida de polaridad cellular

4+ Pérdida de la integridad del borde en cepillo
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4+ Alteracidn de la unién entre las células tubulares y de estas a las membranas basales

tubulares

1=

Alteracion funcional de las uniones intercelulares

% Formacion de cilindros intratubulares y obstruccion tubular

En resumen, la alteracion en el citoesqueleto de actina puede jugar un papel importante
en la obstruccién del flujo tubular y en la filtracién tubular del mismo hacia el espacio intersticial,
lo que contribuye de manera muy importante a la disminucidn del filtrado glomerular propio de la

NTA

Como ya hemos comentado en el apartado de lesidn por isquemia, la ausencia de ATP
también activa las proteasas y fosfatasas, las cuales con la reperfusidon causan dafo oxidativo de
las células tubulares, similar al dafio en las células endoteliales de los capilares peritubulares,
especialmente en la médula externa, la cual estd pobremente oxigenada en condiciones

normales.

Este dano oxidativo, junto con un cambio en el balance de sustancias vasoactivas y
sustancias vasoconstrictoras tiene como resultado la vasoconstriccidn, congestion, hipoperfusion

y expresion de moléculas de adhesién celular (CAMs) 7.

La expresién de CAMs (Figura 9) inicia la infiltracién leucocitaria, aumentada por citocinas
proinflamatorias y quimiocinas generadas por las células tubulares isquémicas. Esos leucocitos
obstruyen la microcirculaciéon y liberan citocinas citotéxicas, RLO y enzimas proteoliticas las cuales

producen dafio en las células tubulares y NTA 7.

2.2.-Lesion por reperfusion.

El restablecimiento del flujo sanguineo es necesario para rescatar los tejidos isquémicos,
con el fin de posibilitar la regeneracidon de la energia celular y la eliminacién de los metabolitos
téxicos derivados de la situacidon de anoxia.

En cambio, la reperfusidn inicia una sucesién de acontecimientos que de manera

14,67,74,87

paraddjica pueden prolongar la lesidn tisular e incluso intensificarla . Diferentes estudios

han puesto de manifiesto que la reperfusién andxica de los tejidos isquémicos da por resultado
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poca lesién, pero en cambio, que las reacciones iniciadas durante la reperfusidon con oxigeno, van

a ocasionar alteraciones mas graves que las inducidas por la propia isquemia ®. (Figura 10)

Un mediador crucial de la lesién por I/R son los RLO en particular, el perdxido de
hidrégeno 8. Los RLO se forman en los tejidos post-isquémicos por reduccién quimica del oxigeno
aportado en la reperfusion ®°. Una vez producidos, los RLO condicionarian por interaccién con las
membranas del endotelio vascular del tejido isquémico, un aumento de concentracion de Ca”,
que activaria una serie de proteasas no especificas y fosfolipasas (Fosfolipasa A,); la activacion de
estas proteasas conduciria a la liberacién de sustancias quimioatrayentes para los leucocitos que,
entre otras, incluyen los metabolitos derivados de la cascada del acido araquiddnico como

leucotrienos, tromboxanos y diferentes tipos de prostaglandinas *>°. (Figura 11)
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Figura 11.- Produccion de RLO tras la reperfusidn; implicacién en la produccion de sustancias
quimiotractantes

Por otro lado, los RLO ocasionarian una peroxidacidn de los lipidos de la membrana de las
células con el consecuente aumento de la permeabilidad de la membrana celular. Por dltimo los
RLO, son capaces de ocasionar directamente alteraciones en los sistemas enzimaticos celulares y
provocar mutaciones del DNA (Figura 12). Todo esto contribuira al trastorno en la funcion celular
y a su posterior necrosis, fenédmeno esencial que acompana a la reperfusién de los tejidos

isquémicos 2.
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En concreto, los RLO induciran en su accion sobre el DNA, la activacion de factores de

transcripcion que incrementaran la produccién de éxido nitrico y citocinas (TNF-at) * las cuales, a

su vez, aumentaran la produccién de mas RLO perpetuando e incrementando asi el dafio ®.

(Figura 13)
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La activacidon y acumulacion de los neutrdfilos en el tejido postisquémico es una causa
importante de lesion, siendo ésta proporcional al grado de acumulacién. La lesion se ejerce sobre

8 v consiste en incrementos de la permeabilidad vascular a las proteinas

la microvasculatura
plasmaticas; dicho incremento constituye un marcador sensible del dafio inducido por la isquemia

y reperfusion en los tejidos, y en la que los neutréfilos parecen ser mediadores primarios **.
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Se ha comprobado cédmo la actividad de la mieloperoxidasa en el tejido reperfudido,
marcador de presencia neutrofilica, se intensifica mas de 4 veces respecto de la fase de isquemia

%% por otro lado, la

en modelos experimentales de I/R en distintos tejidos, incluido el rifién
masiva ausencia de neutroéfilos del suero, el bloqueo en la produccién de los radicales libres del
oxigeno o el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la glucoproteina de membrana
neutrdfilica (CD18) responsable de la adhesion del leucocito al endotelio disminuyen la infiltracién
neutrofilica y con ello la lesién microvascular ®’. También se ha demostrado que el uso de L-NAME
y de anticuerpos dirigidos contra el CD-18, disminuyen la lesién. La produccién de RLO parece
conducir también a la activacion del complemento sérico ?’. Por fragmentacién de la mélecula de
C5, origina una molécula similar a C5a (C5a-like) con la subsiguiente generacién de anafilotoxinas
(C3a y C5a) con accién quimiotactica y capacidad para incrementar la permeabilidad vascular y

favorecer la adherencia leucocitaria *. De hecho, la inactivacion del complemento disminuye la

lesidn por reperfusion en los tejidos *°.

Durante la reperfusion, la liberacion de citocinas por los leucocitos activados,
especialmente factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interferén-y (IFN-y), y
la liberacion del factor activador de las plaquetas (PAF), influirdn en la lesidon postisquémica
favoreciendo la adhesién leucocito-endotelio, y multiplicaran el fenédmeno inflamatorio iniciado

8_(Figura 14)
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Figura 14.- Produccidn y efectos de las citocinas proinflamatorias.
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El dafio causado por la secuencia de I/R en el tejido renal se manifiesta como dafio
esencialmente tubular, originando una IRA con incremento de la morbi-mortalidad y esta

correlacionado con la incidencia de rechazo agudo en varias series clinicas.
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3.-Necrosis Tubular Aguda (NTA)

La NTA es un sindrome caracterizado por pérdida de la funcidn renal y muerte de las

células tubulares del rifidn.

La mayor parte de los casos de IRA intrinseca estan asociados con NTA, derivado de una
isquemia prolongada o lesién téxica. Se utilizan con frecuencia sinénimos de NTA, como IRA
isquémica o IRA nefrotdxica. La NTA es la causa mas frecuente de IRA intrinseca, representando el
70% de los casos. Al igual que con otras causas de IRA, las complicaciones asociadas con la NTA a
menudo son mortales. El indice de mortalidad de los pacientes hospitalizados con NTA es

aproximadamente un 50%

La NTA se caracteriza clinicamente por IRA, y se define como una rapida (horas o dias)
disminucién de la TFG, que conduce a la retencién de los productos de desecho como la ureay la
creatinina. Las diversas etiologias de IRA, como ya hemos descrito anteriormente, se pueden
agrupar en tres grandes categorias: prerrenal, renal intrinseca, y posrenal. De mantenerse estas,
la isquemia continuada puede terminar lesionando el parénquima renal, conduciendo a la
situacion de NTA isquémica. Por lo tanto la IRA prerrenal y la NTA isquémica son parte de un
mismo espectro de hipoperfusidon renal, que en casos extremos puede llegar a la necrosis cortical
9

Siendo la IRA prerenal consecuencia de una hipoperfusion suave o moderada y la NTA de
una hipoperfusiéon mds prolongada o severa. La diferencia fundamental entre las formas
prerenales y parenquimatosas (cuyo representante mas frecuente e importante es la NTA) es que
debido al dafio histolégico que ocurre en la NTA, la insuficiencia renal no se resuelve
inmediatamente al restaurar la perfusiéon renal, lo que si ocurre en la IRA prerenal, pero cuando el
dano es particularmente extenso, puede desarrollarse una necrosis cortical renal bilateral y la IRA

no ser reversible.

Por lo tanto, las causas de NTA son practicamente las mismas que en la IRA prerenal,

variando Unicamentela la duracion e intensidad de la hipoperfusién. No obstante, con frecuencia
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estos casos se acompanan de otras causas de dafio renal como nefrotoxinas y sepsis, por ejemplo

cuando ocurre en el medio hospitalario y en especial en la UCI.

En cuanto a los productos nefrotéxicos es preciso decir que el rifidn es particularmente
susceptible a su accion ya que recibe el 25% del volumen cardiaco y concentra las toxinas a altos
niveles en el intersticio medular por un mecanismo de contracorriente y en las células epiteliales
renales mediante unos transportadores especificos. Ademas el potencial nefrotéxico de muchos
farmacos aumenta en presencia de isquemia renal, sepsis y otras situaciones que provocan dafio

renal.

En algunos pacientes la administracidon de agentes de contraste para estudios radiolégicos
induce un cuadro de IRA, tipicamente oligurico, aunque muchos de ellos no llegan a necesitar
dialisis. EIl mecanismo de produccién del dafio renal no es bien conocido y no existe tratamiento

especifico, reduciéndose este a las medidas de soporte y preventivas *.

3.1.- Morfologia de la NTA.

El lugar fundamental de la lesidn en la NTA de origen isquémico es el segmento recto del
tubulo proximal (S3), existiendo ocasionalmente lesion concomitante en la parte gruesa

ascendente del asa de Henle (mTAL).

Pese al calificativo de “necrosis tubular aguda” la necrosis propiamente dicha es poco
frecuente y a veces incluso esta ausente. El cuadro histolégico predominante es la pérdida focal
de células del epitelio tubular proximal, con falta de continuidad del mismo, exposiciéon de la

membrana basal tubular y pérdida difusa del borde en cepillo de las células tubulares.

La NTA se caracteriza por la heterogeneidad en la respuesta morfoldgica de los diversos
segmentos de la nefrona. Las células que revisten los tubulos del conducto colector dentro de la
médula interna y de la rama cortical ascendente no se lesiona con frecuencia. Las células del S3 y
del mTAL muestran cambios acordes con la gravedad de la lesién, la mayoria de las células estdn

danadas con capacidad de recuperarse por completo.

Los cambios morfolégicos caracteristicos de las células del tdbulo en la NTA son:
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3.1.1.- Lesion del citoesqueleto de actina.

La integridad del citoesqueleto de actina es crucial para llevar a cabo la funcién de las
células epiteliales del tdbulo renal, incluyendo el mantenimiento de la distribucion asimétrica
(polaridad) de las proteinas de membrana, el mantenimiento de las uniones estrechas (funcién de
barrera), la estructura de las microvellosidades, y las interacciones célula-célula y célula-sustrato.
La lesién renal isquémica tiene como resultado, entre otros, la ruptura de los microfilamentos de
actina, junto con una serie de cambios celulares que impiden el mantenimiento de las funciones

de las células tubulares *®.

El agotamiento de ATP, altera la ultraestructura de la actina, los acumulos de actina
desaparecen de los microvillis y del polo apical, redistribuyéndose hacia el citoplasma. Estos
cambios parecen indicar dafo celular reversible, ya que si se restituye el nivel normal de ATP
antes de que muera la célula, se da paso a una normalizacién en la distribucion de la actina al
cabo de 30 minutos, sobreviviendo la célula. Por lo tanto, la redistribucion de la actina no es una

manifestacion de muerte celular **.

3.1.2.- Perdida de polaridad celular.

En las células tubulares renales, la bomba Na’/K'-ATPasa, esta restringida a la porcidn
basolateral pero, en situaciéon de isquemia, se redistribuye a las porciones apicales celulares, en
donde conserva su funcion; lo mismo ocurre con la distribucién de esfingomielina, colesterol,

fosfatilcolina y fosfatilinositol, se trasladan desde la membrana basolateral a la apical "%

Estos cambios de polaridad celular explican las alteraciones de reabsorcidn de Na®, agua y
otros solutos que ocurren en la NTA, funciones que se restablecen después de la isquemia, de la
recuperacion del nivel celular de ATP y del citoesqueleto de actina, lo que conlleva una reparacion

definitiva de la polaridad celular .

3.1.3.- Pérdida de la integridad del borde en cepillo.

De todo lo expuesto puede deducirse que el borde en cepillo de las células tubulares

proximales pierde su estructura y funcién en condiciones isquémicas. Ademas los fragmentos de
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epitelios dafiados y desprendidos a la luz tubular, pueden obstruir la misma, al compactarse en

segmentos tubulares mas distales.

3.1.4.- Alteracion de la unidén entre las células tubulares y de estas a las membranas
basales tubulares.

La unién intima entre células tubulares adyacentes y el sustrato de la membrana basal
tubular, esta normalmente asegurado por las integrinasloa, proteinas transmenbrana con una

localizacién extracelular que unen las células a la membrana basal tubular basolateral.

Una vez mas el dafio isquémico altera estos mecanismos de unién y anclaje celular,
produciéndose el desprendimiento de las células tubulares con dos consecuencias
fundamentales:

a) Permitir la salida del filtrado glomerular al intersticio renal (back leakage) ***.

b) Desprendimiento celular a la luz tubular, con posibilidad de obstruccidon tubular mas

distal.

3.1.5.- Alteracion funcional de las uniones intercelulares.

En condiciones normales, las células tubulares adyacentes estan unidas firmemente entre
si por sus caras laterales, con la porcién mads préxima a la luz tubular impidiendo el paso directo
del contenido tubular entre las células, aunque los solutos de la luz tubular pueden emplear esta
via de paso se crea un gradiente electroquimico y la sustancia en cuestién es capaz de atravesar

esta unidn intercelular.

El citoesqueleto de actina juega un importante papel en estas uniones. Una vez mds la
isquemia dafiando el citoesqueleto de actina, aumenta la permeabilidad paracelular, aumentando
el flujo de moléculas. Como hemos dicho antes, estos cambios son reversibles si se aumentan los

niveles de ATP antes de que la célula muera.
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3.1.6.- Formacion de cilindros intratubulares y obstruccion tubular.

Las células epiteliales desprendidas por cualquiera de los mecanismos expuestos,
muestran una tendencia a unirse entre si o a células dafiadas que permanecen unidas aun a la
pared tubular. La consecuencia de ello es la obstruccion tubular tipica de la NTA. Esta adherencia
intercelular anormal puede estar mediada por la integrinalp expresada en las zonas apicales de
las células dafiadas o por sus receptores presentes en la matriz proteica. Esta interaccion requiere
la presencia de los motivos arginina-glicerol-asparaginasa (Arg-Gly-Asp o RGD) motivos que se
encuentran en los receptores de la integrina. En NTA experimental, la administracién de péptidos
cortos que contienen el motivo RGD mejora significativamente la formacién de cilindros vy

deterioro funcional, evitando la adhesién entre las células dafiadas **.

La muerte de las células del tubulo letalmente dafiadas se lleva a cabo a través de dos
mecanismos distintos. Las células con lesiones mas graves muestran una profunda disminucidn de
los niveles de ATP y sufren necrosis. Se caracteriza por el edema celular, la alteraciéon
mitocondrial, y la pérdida de la integridad de la membrana plasmdtica, que conduce a la
liberacion de componentes intracelulares al espacio extracelular y la activaciéon de una respuesta

inflamatoria.

Las células menos dafiadas presentan una disminucién parcial del ATP, y activan las vias
apoptéticas. La apoptosis o muerte celular programada es un proceso que requiere energia
caracterizado por activacién de caspasas, la progresiva contraccion celular, condensacién y
fragmentacién nuclear, exposicion de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana
plasmatica, y la desintegracion de la célula en cuerpos apoptéticos, que son fagocitados
rapidamente sin provocar una respuesta inflamatoria. Una serie de evidencias sugieren el papel

critico que juega la apoptosis, tanto en la IRA y la NTA experimental como en humanos .

Después de breves periodos de isquemia renal, las células apoptéticas se hacen evidentes
dentro de las primeras 24 horas de reperfusién. Una segunda concentracion de células
apoptodticas se ha observado durante la fase de recuperacién de la IRA, cuando probablemente
representa un mecanismo para la eliminacidn del exceso de células tras la proliferacion,
facilitando asi la remodelacién de los tubulos dafados. Los mecanismos moleculares que
subyacen a la primera ola de la apoptosis son actualmente objeto de investigacién intensa ya que
la inhibicidn selectiva de estas vias puede constituir una nueva estrategia de gran alcance para la

disminucidn de la muerte celular en NTA.
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Coexistiendo con todo lo anterior, es frecuente encontrar en la pared tubular zonas de
regeneracion celular con citoplasmas basdfilos, nucleos grandes hipercromdaticos y mitosis. Esta
coexistencia de lesiones destructivas y regenerativas, indica posiblemente que en el desarrollo de

la NTA se suceden varios ciclos de necrosis, exfoliacion y regeneracion de las células epiteliales.

Algunos estudios han encontrado en los rifiones con funcién renal retardada comparados
con rifiones con funcién renal normal, pérdida del borde en cepillo, necrosis tubular, edema
celular, dilatacion tubular e inflamacién intersticial, mientras que otros han observado una
morfologia muy similar en biopsias de estos rifiones en reperfusién. En general, en estas biopsias
no se observa gran cantidad de necrosis de las células tubulares por lo que no se explica el gran
deterioro funcional de los injertos con disfuncién renal temprana. El flujo sanguineo cortical renal
tanto el total como el regional en las primeras horas y dias después de la reperfusién es
generalmente menor en los rifiones con funcién renal retardada que en trasplantes funcionando

inmediatamente %",

Las reducciones relativamente pequefias en el flujo sanguineo renal
mantienen tasas de filtracién glomerular muy bajas en pacientes con principio de disfuncién del
injerto. De acuerdo con modelos matematicos, la reduccién de la TFG, es causada principalmente
por una disminucion en la fuerza neta de ultrafiltracién glomerular. Asi se ha observado en
pacientes con principio de disfuncién del injerto, que la diferencia de presién hidraulica

glomerular transcapilar supera la presidon oncdtica glomerular por sélo 2 mmHg, en comparacion

con los 12 mmHg que se observa en pacientes con una funcién adecuada de los injertos .

La disminuciéon en la presion de ultrafiltracion neta podria ser causada por una
obstruccion tubular debido a los desechos necréticos y desechos de las células epiteliales
tubulares o por vasoconstriccién de las arteriolas aferentes glomerulares. La dilatacion tubular,
gue puede ser interpretada como un incremento de la presion intraluminal debido a una
obstruccion descendente, disminuye durante la primera semana de trasplante en biopsias renales
de injertos en recuperacién, y se mantiene constante en injertos con disfuncién sostenida. Sin
embargo, el numero de células tubulares que han sufrido necrosis o la presencia de desechos en
el lumen tubular en biopsias renales, es bajo (1-4%). Ademas, el numero de células epiteliales
necrosadas en los rifiones trasplantados con funcidn renal retardada, es muy variable y no es
significativamente diferente de los pacientes trasplantados con funcion normal de los rifiones
trasplantados. Como resumen, estos resultados no apoyan la hipdtesis de que la obstruccion
tubular es una causa importante de disfuncion renal después de la I/R. De lo comentado hasta
ahora se hace evidente la disparidad entre lo poco representativo de los cambios histolégicos en

biopsias de rifiones con funcién renal retardada y la gravedad de la alteracién funcional %, lo que
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sugiere la importancia de otras alteraciones funcionales, ° que seran estudiadas en apartados

sucesivos.

3.2.- Fisiopatologia del dafio renal

La isquemia y la hipoperfusién provocan dos alteraciones fundamentales en el rifdn:
Alteraciones hemodindmicas que, a través de vasoconstriccion, contraccidon mensangial y
congestion medular, conducen a una reduccion del filtrado gromerular importante y dafio tubular
isquémico, al cual son mas sensibles la S3 y la mTAL, probablemente por sus mayores
requerimientos de ATP (transporte activo de solutos muy importantes a estos niveles), y porque la
zona medular externa, tiene peor aporte vascular que otras zonas renales. La NTA causa
obstruccion tubular lo que permite el paso del ultrafiltrado hacia el tejido intersticial al perder el

tubulo la integridad de su pared ', (Figura 15)
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3.2.1.- Alteraciones hemodinamicas

Una vasoconstriccion renal intensa y persistente que reduce el flujo total de sangre del

rifidn a aproximadamente el 50% de lo normal, se ha considerado durante mucho tiempo una
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caracteristica intrinseca de la IRA, lo que llevé a denominarla "nefropatia vasomotora" **. Ademas,
el rifidn postisquémico también muestra alteraciones regionales en los patrones de distribucion

de flujo sanguineo 8%%%,

Diversos estudios sugieren que las anomalias persistentes en el flujo sanguineo intrarenal

82,86,95
=7 Los

que afectan a la region medular externa pueden contribuir a la reduccién de la TFG
segmentos tubulares situados en la region medular externa (segmento S3 del tdbulo proximal y
mMTAL) son particularmente vulnerables a la isquemia debido a que la presién parcial de oxigeno
es baja, de 10-20 mm Hg frente a 50-60 mm Hg en la corteza, incluso en condiciones normales, y
los dos segmentos tienen una alta tasa de consumo de oxigeno. En consecuencia, estos

segmentos tubulares son extremadamente susceptibles a la isquemia y a las nefrotoxinas que

interrumpen la produccién de energia o de la funcién mitocondrial ™.

Incluso después de la recuperacion del flujo sanguineo renal tanto la hipoxia como la
vasoconstriccién persisten en la regién medular externa, dando como resultado una lesién tubular
mayor. Las técnicas de imagen sofisticadas han documentado esos cambios en el flujo sanguineo
renal regional en animales con IRA y en humanos. Los mecanismos que subyacen a estas
alteraciones hemodinamicas parecen basarse en un desequilibrio local de sustancias vasoactivas,
con una mayor liberacidon de vasoconstrictores y con una significativa disminucién en la cantidad
de vasodilatadores . Los mediadores tanto de la vasoconstriccién renal como de la persistente
reduccion en el flujo sanguineo medular son muy probablemente, la endotelina-1, angiotensina ll,

prostaglandinas, adenosina y 6xido nitrico .

+ Se ha demostrado, en pacientes con IRA de diversas etiologias, elevados niveles de
endotelina-1, un potente vasoconstrictor renal, y que los antagonistas de los receptores
de endotelina mejoran la IRA experimental '%.

4+ El papel de la angiotensina I, otro potente vasoconstrictor renal, se ha demostrado en
pacientes con IRA; sin embargo, la inhibicion de la angiotensina Il no disminuye la
extensién de la lesion renal en la IRA experimental e incluso podria acelerar la IRA en
pacientes con volumen sanguineo efectivo reducido. Esto hace que el papel de la

angiotensina Il en NTA en humanos sea dudoso "***°.

4 La adenosina es un potente vasoconstrictor renal *!

y se ha propuesto que juega un papel
en la nefropatia de contraste. El tratamiento previo con antagonistas de los receptores de

adenosina, como la teofilina, pueden amortiguar la fuerte reduccién de la TFG inducida
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por agentes de contraste, pero estos farmacos no son eficaces una vez establecida la

NTAM?

=

Una disminucion en los vasodilatadores renales, como el 6xido nitrico derivado del
endotelio (NO) y las prostaglandinas, también pueden desempefar un papel en el inicio
de la NTA, pero no hay pruebas que indiquen que la administracién de cualquier
mediador altere el curso de la NTA establecida. La incapacidad de los donadores de NO,
como el nitroprusiato, para mejorar el curso de la IRA isquémica puede estar relacionado
con los efectos téxicos paraddjicos del NO sobre las células del tubulo proximal a través

de la generacién de RLO, una vez que ya estd establecida la NTA”.

Del mismo modo, tanto monodxido de carbono como compuestos liberadores de
mondxido de carbono son protectores en modelos animales de IRA isquemica'*®, probablemente
a través de la vasodilatacion y la preservacién del flujo sanguineo medular, pero no han sido
probadas en seres humanos. Por lo tanto, estos anomalias macro hemodindmicas no son
consideradas plenamente responsables de la profunda pérdida de la funcién renal, y varios
ensayos en humanos con vasodilatadores como la dopamina no han podido demostrar una

mejoria de la TFG en la IRA establecida a pesar del aumento flujo sanguineo renal total *****.

Sin embargo se sabe, que las alteraciones microvasculares desempefian un papel

importante, como se comentara en el apartado “3.2.4".

3.2.2.- Alteraciones en la funcion tubular

En la NTA experimental y humana, estdn bien demostradas tres tipos de lesiones

tubulares:

+ Necrosis y desprendimiento del epitelio tubular, con la consiguiente obstruccién del
tubulo y aumento de presidén proximal a la obstruccion.
4+ Pérdida de integridad de la pared tubular, comunicdndose la luz tubular con el intersticio.

+ Escape del ultrafiltrado que circula por los tabulos al tejido intersticial.

Las alteraciones histoldgicas antes comentadas (areas de necrosis tubular, pérdida celular
epitelial tubular, cilindros en tudbulos distales, etc), forman la base morfoldgica de estas

alteraciones que los estudios clinicos parecen confirmar.
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La obstruccion tubular contribuye a la reduccion de la TFG. Se origina a partir de detritus
celulares procedentes de las células tubulares dafiadas y de precipitacion de proteinas dejando
zonas de la membrana basal desnudas ¥’. Otro factor que conduce a la reduccién de la TFG es la
combinacion de la membrana basal desnuda y la pérdida de uniones estrechas en las células del
tubulo proximal que posteriormente dan lugar al retorno del ultrafiltrado urinario hacia la
circulacion renal (back-leakage) de diversas de sustancias, incluyendo creatinina y urea.

La activacién del sistema de retroalimentacién tubulo glomerular también puede

contribuir a la reduccién de la TFG ¢

. La activacidén de la retroalimentacién tubulo glomerular
después de una lesidén isquémica podria representar un fendmeno beneficioso que limita la
liberacion excesiva de iones y solutos a los tubulos proximales dafiados, reduciendo asi la

demanda de los procesos de reabsorcién dependiente de ATP.

Las anormalidades en la funcién de la célula epitelial tubular que conlleva a obstruccién y
back-leakage de ultrafiltrado, pueden ser entendidas solo comprendiendo las alteraciones en la

biologia celular que resultan de la deprivacién de oxigeno. (Figural6)

. . . ’ . S 87 ~ .
Figura 16.- Patofisiologia de los mecanismos de NTA. Modificada de ™'. El dafio tubular es una consecuencia
directa de las vias metabdlicas activadas por la isquemia pero es potenciado por la inflamacién y la
obstruccién microvascular.
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3.2.3.- Alteraciones en el metabolismo de las células del tubulo

La disminucidn del contenido de ATP intracelular, se produce poco después de la lesién
isquémica renal, dando lugar a un gran nimero de reacciones bioquimicas con consecuencias

metabdlicas criticas de las células del tdbulo **’.

Enumeramos a continuacidn, las consecuencias principales de la ausencia de ATP y su

interrelacién. (Figura 17)
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Figura 17.- Alteraciones metabdlicas en las células del tubulo posterior a la NTA.

3.2.3.1.- Alteraciones en el metabolismo de nucleétidos de Adenina.

La disminucién del ATP juega un papel fundamental en la lesién de las células renales. En
general, el ATP celular es producido por la fosforilacién oxidativa mitocondrial y por la glucélisis
en el reticulo endoplasmatico. Las células del tubulo proximal dependen principalmente de la
mitocondria para la sintesis de ATP, lo que las hace especialmente susceptibles a la ausencia de
oxigeno en NTA isquémica y a las nefrotoxinas que causan dafio mitocondrial. Como
comentaremos posteriormente, la ausencia prolongada de ATP celular inicia una secuencia de

sucesos, que incluyen, la inhibicion de los mecanismos de transporte dependiente de ATP, la
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activacion de las proteasas y las alteraciones del citoesqueleto, con lo que la célula se hincha, lo

que contribuye a aumentar la obstruccién tubular y la congestién vascular de la médula externa®’.

3.2.3.2.- Alteraciones de Ca** intracelular

Como ya hemos descrito antes (apartado “2.1.2”) el Ca*? citosélico libre aumentado es
recaptado por las mitocondrias, lo que provoca su hinchazén y la activacién de la fosfolipasa

17 Esto tiene como resultado el dafio

mitocondrial, que alterara la fosforilacién oxidativa
mitocondrial, la activacion de las proteasas y fosfolipasas, la generacién de RLO y la alteracion del

citoesqueleto.

3.2.3.3.- Acidosis intracelular

La acidosis intracelular resultante del dafo isquémico, es en un principio beneficioso,
pues protege a la célula del dafo isquémico, ya que reduce el metabolismo del AMP, reduce la
afinidad del Ca™ por la calmodulina, lo que enlentece la formacién de la xantinooxidasa y reduce
la produccidon de los RLO. Por lo tanto, durante la fase de reperfusion, la rapida correccion del pH

intracelular se convierte en perjudicial para la célula **%.

3.2.3.4.-Generacidn de los RLO
Los RLO son producidos fundamentalmente por varios complejos enzimaticos:

+ Xantinaoxidasa: Es una enzima que tiene capacidad de generar RLO durante la oxidacién
de hipoxantina a xantina.

+ NADPHoxidasa: Reduce al oxigeno molecular hasta el anidn superéxido.
Mieloperoxidasa: Cataliza la formacion de acido hipocloroso, HOCI, a partir del perdxido

de hidrégeno y de iones cloruro.

En el transcurso de la isquemia, y durante la reperfusién, la xantinaoxidasa utiliza el
oxigeno molecular como un receptor de electrones, mientras transforma la hipoxantina a xantina
y por lo tanto, genera excesivo anién superodxido y tras la interaccidon con el NO se producen los
peroxinitritos (Figura 18). La NADPH oxidasa, la xantinooxidasa, COX-2, iNOS, eNQOS, el
desacoplamiento de la cadena respiratoria y la activacién de la cascada del acido araquiddnico

119 En el tejido reperfundido solo las dos primeras parecen

son las principales fuentes de los RLO
estar particularmente implicadas. El anién superdxido formado por la NADPH oxidasa o la

xantinooxidasa es rapidamente transformado a H,0, por la superdsidodismutasa, el cual en
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presencia del hierro (Fe*) o del cobre (Cu*) se transforma en un radical hidroxilo. (Figura 18) Por
lo tanto, la lesion mediada por los RLO también se encuentra asociada a condiciones de excesiva
disponibilidad de Fe™ libre, tales como hemoglobinuria, mioglobinuria, la gentamicina y la

nefrotoxicidad de cisplatino.

ATP
A[I)P
|
AMP
l Xantina-deshidrogenasa
Adenosina ﬂ
. NAD(P)H NAD(P)- + H* Ca?*| Proteasas
Inosina 8-

,L Xantina-oxidasa

1)

¥ ;
Hipoxantina > Xantiha ——— Acido Urico

SOoD
L] - .
20, 2:0 2 > Hzoz i HZO + 02
+
Xantina-oxidasa NO Catalasa
Ciclooxigenasa Glutation peroxidasa
Lipooxigenasa FeZ* Tiorredoxina
Citocromo P450
Enzimas mitocondriales
NOS desapareados ONQOO- *OH — Qxidacion
+
Fe?*

| REPERFUSION ____ &

Figura 18.- Formacién de O, y H,0, desde el O, en células vasculares.

Otras fuentes de RLO son las mitocondrias dafiadas durante la I/R y los neutrdfilos que se
activan tras la I/R. Los neutréfilos, tienen en su membrana sarcopldsmica un sistema
NADPHoxidasa que producen aniones superdxido en el ambiente externo. La secrecidon
simultdnea de mieloperoxidasa por exocitosis desde los granulos azuréfilos cataliza la formacién
del acido hipocloroso en presencia de haluros. Los RLO producidos, entre otros, por neutréfilos y
macrofagos, pueden ser liberados tras la exposicion a los agentes quimiotacticos,

inmunocomplejos o ante la fagocitosis, y estan implicados en:

* Inactivacion de proteasas como la alfa-1 antitripsina que puede dar lugar a un aumento
en la destruccion de los componentes estructurales tisulares, como la elastina. La
inactivaciéon puede ser debida a la oxidacién de los residuos metionil en la molécula

antiproteasa a sulféxido, con pérdida de la actividad bioldgica.

4 Lesién de las células endoteliales con aumento de la permeabilidad vascular.
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4+ Lesidn de otros tipos celulares (hematies, células tumorales, células parenquimatosas).

El PAF, TNF-a, IL-6, IL-1B, factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), la
fraccion C5a del complemento y los RLO estimulan la produccién endotelial de los RLO *%°. A su
vez los RLO también pueden actuar como sefializadores en la transcripcion molecular para regular

121

la transcripcién génica y activar factores de transcripcion como NF-kB y AP-1 *** y activar a los

neutrdéfilos, estimulando la produccion de citocinas (TNF-a, IL-6, PAF y otras), la expresidon de

moléculas de adhesién y la adhesidn a la superficie del endotelio **%3.

El organismo posee diferentes mecanismos, tanto de naturaleza enzimatica como no
enzimatica, que lo protegen de la accion de los RLO. Los antioxidantes primarios, que previenen la
formacion de nuevos radicales libres son la Superoxido dismutasa (SOD mitocondrial y citosélica),
Glutation peroxidasa, la catalasa (lisosomal) y las proteinas ligadoras de metales (ferritina y

ceruloplasmina)*?*

. Los antioxidantes secundarios que son captadores no enzimdticos de RLO
somo la vitamina E, vitamina C, betacaroteno, acido Urico, la bilirrubina y la albdmina y los
antioxidantes terciarios que reparan las moléculas dafiadas por los RLO (las enzimas reparadoras

125

de ADN y la metionina sulféxido reductasa) Varios estudios en animales evidencian la

generacion de RLO en la lesidn renal por I/R y un efecto protector de los antioxidantes

administrados exégenamente®?.

Queda claro que del balance en la produccion de todas estas sustancias dependera el
estado final de la microcirculacion y principalmente de las células endoteliales que es el principal

blanco de toda la agresién'®.

3.2.4.- Alteraciones en la microvasculatura

Una de las principales funciones de la microcirculacién (red de vasos que comprenden
arteriolas, capilares y vénulas) es asegurar el O, suficiente para satisfacer la demanda metabdlica

de cada célula.

Hasta ahora, las investigaciones se han centrado principalmente en la lesién tubular como

la principal causa de isquemia relacionada con la IRA, pero cada vez mas pruebas implican en ella

I 12 128

a las alteraciones en la microcirculacién intrarenal **’ y al mantenimiento del O,
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Como ya hemos comentado anteriormente los rifiones son particularmente susceptibles a
la lesidn isquémica y una de las razones es que la microvasculatura renal, es muy compleja con
una demanda muy alta de energia ®*.

A pesar de que la NTA ha sido considerada la principal causa de IRA "'*

, el papel
desempenado por la disfuncidon microvascular ha generado un gran interés. El endotelio juega un

importante papel en el desarrollo de la disfuncién microvascular y por lo tanto en la IRA isquémica

92

La reperfusién después de la lesién isquémica, tiene como resultado la recuperacion
incompleta del flujo sanguineo renal. Esta reduccidon persistente de flujo sanguineo total y

regional ** fue descrito hace varias décadas como el fenémeno de “no-reflujo” **.

Trabajos recientes utilizando técnicas de microscopia intravital han proporcionado nuevos
conocimientos sobre el papel de las alteraciones microvasculares y dafio tubular en la lesién renal
isquémica que conducen a la disfuncion renal ®. Se han propuesto muchos factores para explicar
este fendmeno, entre ellos un desequilibrio entre vasodilatadores y vasoconstrictores, congestién
endotelial, aumento de la permeabilidad endotelial que conduce al edema intersticial que
comprime los capilares peritubulares, incrementando la adherencia leucocitaria y la acumulacion

extravascular de los leucocitos 2.

La mayoria de los vasos rectos descendentes que suministran sangre a la médula surgen
de las arteriolas eferentes de los glomérulos yuxtamedulares. Las células musculares lisas
vasculares (incluyendo pericitos) en torno a estos vasos rectos descendentes tienen propiedades
vasoconstrictoras. Por lo tanto la modulacién del tono vascular de las arteriolas aferentes y
eferentes y del vaso recto descendente contribuye a la regulacion del suministro renal de O, y del

flujo sanguineo medular, respectivamente.

En estudios de trasplante renal en animales y humanos, utilizando técnicas de andlisis de
imagen, muestran la fisiopatologia de la lesién por I/R mostrando signos morfoldgicos de dafio

vascular y ausencia de flujo tanto en capilares peri tubulares como glomerulares **’.

La ruptura de las uniones de las células endoteliales, las alteraciones del glicocalix
endotelial y del citoesqueleto de actina endotelial aparece en el IRA, y esto conduce a un

| 33, Como la hinchazén de

incremento de la permeabilidad microcirculatoria y al edema intersticia
las células endoteliales, la activacion de la via de coagulacién y el consiguiente acimulo de

eritrocitos tiene como resultado la obstruccion del lumen microvascular. Estas alteraciones

Pagina | 53



TESIS DOCTORAL:
Maria Begoia Garcia Cenador

morfoldgicas de la arquitectura microcirculatoria y la falta de perfusién a nivel microcirculatorio

afecta al suministro de O, a las células y promueve el dafio del 6rgano ***. (Figura 19)

LEUCOCITO
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) Y

PN 2\ N
fcaas, icama >
.,,s.,.m,m.ml || ivm,,
Interaccion leucocito-endotelio Distuncidn microdireulatoria

J’Suministro de O, a las células

Generacion de RLO \lyActividad de .NOS

Inflamacion local TActividad de ;NOS

ROS

INSUFICIENCIA RENAL AGUDA

Figura 19.- Relacién entre la microcirculacidn y la inflamacién en el desarrollo de la IRA

El endotelio juega un papel clave en la regulacion del flujo, permeabilidad, tréfico celular,
sefializacién y funciones inmunoldgicas. En este contexto, la disfuncidn endotelial se define como
vasorelajacién alterada en respuesta a los vasodilatadores dependientes del endotelio, tales como
la Acetilcolina (AcH). Esta disfuncién endotelial se ha demostrado que participa en la
vasoconstriccion postisquémica tras la reperfusion. Asimismo, la disfuncion endotelial produce la
adhesién de plaquetas al endotelio, con la consiguiente adhesion leucocitaria, y la adhesion de
plaquetas a neutrdfilos, llevando a un estrechamiento de la luz de los capilares peritubulares **°.
Aunque el mecanismo de esta disfunciéon no esta claro, parece ser que el NO juega un papel

principal 13

. EI NO es conocido por su papel en la regulacidn del tono vascular, actuando sobre las
células del musculo liso vasculares para inducir vasodilatacion. El sistema del NO estd gravemente
alterado en IRA ***. El NO derivado de la eNOS, es esencial para mantener el suministro de O,
renal. Actia de forma paracrina, sobre las células circundantes y previene de la disfuncion
vascular por un efecto directo de vasodilatacidon, y por inhibicion tanto de la agregacion

plaguetaria como de la activacion de los leucocitos. Ademads, los inhibidores no selectivos de

eNOS exacerban el dafio isquémico en el 6rgano **’.

Por otra parte, la activacidn de iNOS inducida por la isquemia, principalmente en los

leucocitos, células vasculares lisas y en las células epiteliales tubulares, participan en la disfuncién
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vascular. La inhibicidn selectiva de la sintesis de NO por la iNOS puede prevenir la lesidén renal tras
la I/R. Las dos vias principales de dafio provocado por la sintesis de NO derivado de la iNOS se
piensa que son; la inhibicién de la sintesis de NO por la eNOS y la formacién de RLO como
peroxinitritos **’. Ademas, hay una interaccidn entre el sistema de NO y el estrés oxidativo ya que
el anién superdéxido se une rapidamente con el NO y da como resultado una disminucién en la
disponibilidad del NO y un aumento en la produccién de peroxinitritos dafiinos para la célula ***.
De hecho, la unién del NO al anién superdxido parece ser el responsable de la disminucién en la
vasorelajacion provocada por el NO después de la I/R 2. Diversas estrategias de uso de

antioxidantes, como el tempol, han demostrado producir efectos beneficiosos en IRA.

Los RLO ejercen dano directamente sobre el endotelio a través de las estructuras
extracelulares como las membranas celulares y glicocalix. Los RLO también pueden perjudicar
mediante la vasoreactividad dependiente del endotelio. Ademds, los RLO median la accién

vasoconstrictora de otros agonistas como endotelina-1 **°.

La activacion de la inflamacidon es muy importante tanto en el inicio como en la extensidn
del dafio en IRA. Es evidente que la disfuncidn microcirculatoria interacciona con la respuesta
inflamatoria a través de las lesiones hipdxicas resultante de la disminucién de flujo
microcirculatorio. Numerosos estudios en modelos animales han demostrado que la lesién
endotelial inducida por la isquemia aumenta la expresion endotelial de CAMs que incrementan la
adherencia de leucocitos; el primer paso es el proceso de diapédesis que conduce a la infiltracion

en el tejido *°.

La adhesidn de los leucocitos al endotelio es mediada por las selectinas cuyo bloqueo ha
demostrado atenuar la lesion de I/R. La E-selectina, inducida especificamente sobre el endotelio
bajo estimulacién inflamatoria, ha demostrado desempefar un papel importante en la

141

extravasacién de leucocitos a sitios inflamatorios La ICAM-1 parece ser particularmente

importante en la adhesién firme y en la migracién transendotelial de leucocitos.

La fractalquina, es una quimiocina expresada el endotelio lesionado, y actia como una
molécula quimioatrayente y de adherencia y se ha demostrado que su inhibicidn protege de la

lesidn renal, principalmente a través de la ausencia de macréfagos 2.

La via de coestimulacion B7-CD28 es otro ejemplo del importante papel del endotelio en
el incremento de la respuesta inflamatoria: B7-1 se expresa en las células endoteliales e
interactia con CD28 expresada en células T activadas y monocitos a nivel del vaso recto

ascendente de la circulacion medular.
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La contribucidén relativa de los neutrdfilos, monocitos y linfocitos en el dafio y disfuncion
renal inducida por la isquemia sigue siendo un tema de debate. La infiltraciéon neutrofilica se cree
que ocurre de manera temprana en el curso de la IRA isquémica, considerando que los
macroéfagos vy linfocitos T se infiltran mas tarde y persisten en la fase de recuperacion. Este punto
de vista ha sido cuestionado recientemente con la observacion de infiltracion de células T en el

inicio de la IRA. Mas detalles pueden encontrarse en las revisiones dedicados a este tema **>.

También se ha demostrado que la activacién de las moléculas de adhesion se asocia con
cambios en el glicocalix, recubrimiento la superficie luminal de los capilares y teniendo un
impacto significativo en la hemodinamica, coagulacién, inflamacion y permeabilidad vascular. La
membrana basal vascular se compone de varios componentes, incluido proteoglicanos tales como
heparina sulfato, los cuales son conocidos por su capacidad para unir proteinas importantes para
la respuesta inflamatoria, incluida la L-selectina expresada en leucocitos activados y monocitos

quimioatrayentes proteina-1 (MCP-1), expresado en monocitos activados **.

3.3.- Fases de la NTA

El curso clinico de la necrosis tubular aguda puede ser dividido en tres fases: Iniciacién,
mantenimiento y recuperacién. Cada una de ellas tiene unas caracteristicas fisopatdlogicas

propias.

3.3.1.- Fase de inicio

Es el periodo de tiempo que media desde la exposicion al agente etioldgico y comienzo
del dafio parenquimatoso, que aun no esta establecido. Durante este periodo, que dura horas o
dias, la NTA puede aun evitarse, especialmente si se restaura el flujo sanguineo renal cuando la
causa es isquémica. La tasa de filtracion glomerular desciende debido a la caida del flujo
sanguineo renal y de la presion de ultrafiltracion glomerular. Asi mismo intervienen la perdida de
integridad del epitelio tubular, lo que origina fuga del liquido filtrado glomerular al intersticio, y la

obstruccién al paso de la orina en los tubulos obstruidos por las celulas tubulares dafiadas. Como
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se ha comentado, la porcién terminal del tubulo proximal (segmento S3 o pars recta) y la porcion
medular de la rama gruesa ascendente del asa de Henle, son los segmentos de la nefrona mas
vulnerables a la isquemia debido a que ambas tienen una alta tasa de transporte activo de
solutos, que es ATP dependiente, y por tanto también un elevado consumo de oxigeno. Ademas
ambas estan localizadas en la parte externa de la medula renal que es una zona relativamente

hipdxica comparada con otras regiones del rifién, incluso en condiciones basales ***.

3.3.2.- Fase de mantenimiento

Durante la fase de mantenimiento, las lesiones del tubulo renal estan establecidas, la TFG
se estabiliza en un nivel muy por debajo de lo normal, y la produccién de orina es baja o ausente.
A pesar de que la oliguria (o anuria) es una de las sefiales clinicas de NTA, en algunos pacientes
con NTA no se produce y se denomina NTA no oligurica. La IRA producida por nefrotoxinas es
tipicamente no oligurica. La segunda fase de la NTA suele durar 1-2 semanas pero puede
extenderse hasta unos pocos meses. Durante esta fase, es cuando aparecen las complicaciones
urémicas. No se conoce con exactitud porqué la tasa de filtrado glomerular permanece baja a
pesar de que se corrija la causa del fracaso renal (por ejemplo se estabilice la situacion
hemodinamica). Posiblemente intervengan varios mecanismos ya mencionados entre los que se
incluyen la vasoconstriccion renal persistente y la isquemia medular desencadenada por una
alteracion en el equilibrio entre mediadores vasoactivos por las células endoteliales dafiadas,
congestion de los vasos sanguineos medulares y lesion por reperfusién, provocada por

mediadores liberados desde los leucocitos o desde otras células del parenquima renal 3%,

3.3.3.- Fase de recuperacién

La fase de recuperacién de NTA se caracteriza por poliuria y por una normalizacidon
gradual de la tasa de filtracién glomerular, sin embargo, cuando se produce NTA, como ocurre a
menudo, en un contexto de disfuncién multiorganica, la regeneracion del tejido renal puede verse
gravemente afectada y la funcion renal no volveria a recuperarse. La morbi-mortalidad en este
tipo de situaciones sigue siendo alta a pesar de los significativos avances cientificos vy

tecnoldgicos.
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En ausencia de fallo multiorgdnico, la mayoria de los pacientes con NTA recuperan la
funcién renal. La fase de recuperacién consiste en la restitucién de la polaridad celular y la
integridad de la unidn estrecha en las células dafadas, la eliminacién de células tubulares por
apoptosis, eliminacién de cilindros intratubulares mediante el restablecimiento del flujo de
liquido tubular, y la regeneracion de las células epiteliales renales. Después de la I/R, una marcada
sobreregulacion de numerosos genes juega un papel importante en la proliferacién de las células
del tubulo renal, entre los que destacamos los factores de crecimiento, (EGF, IGF-1, FGF, y HGF).
En animales, la administracion exdégena de varios de estos factores de crecimiento han
demostrado buena eficacia en la recuperaciéon de la IRA isquémica; sin embargo, en un Unico
ensayo en seres humanos, el IGF-1 no ha demostrado ser beneficioso cuando se administra a los

adultos con IRA de diversas etiologias ’.
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4.- Endotelio

El endotelio vascular, es un drgano estructuralmente simple y funcionalmente complejo.
Lejos de ser sélo una barrera mecanica entre la sangre y los tejidos, es un érgano activamente
comprometido en una gran variedad de procesos fisioldgicos y patoldgicos. El endotelio esta
estratégicamente situado y lo constituye una monocapa de células endoteliales, que recubre el
interior de todos los vasos sanguineos del darbol vascular (endocardio, arterias, arteriolas,
capilares, vénulas y venas), cubierto por el glicocalix y subyacente a la membrana basal. Debido a
su ubicacion estratégica detecta cambios en las fuerzas hemodinamicas que actian sobre la pared
vascular, asi como sefales quimicas transportadas por la sangre y responde a ellas liberando
sustancias vasoactivas, algunas de la cuales tienen funciones antagdnicas como vasodilatadores y

vasoconstrictores o hemostaticos y antihemostaticos. (Tabla Il1)

Las sustancias liberadas, a través de efectos autocrinos (sobre la misma célula que las
produjo) o paracrinos (sobre diversas células vecinas), determinan la participacion activa del
endotelio en la homeostasis vascular. Fisiolégicamente, las diversas funciones que cumple el
endotelio no son mas que la expresidon del balance en las acciones de los distintos principios

activos que produce.

Respecto a su actividad metabdlica se comporta como secretor, implicado en numerosos
mecanismos bioquimicos y fisioldgicos, incluyendo: regulacién del tono vascular, adhesiéon vy
transferencia de leucocitos en la inflamacion, proteccion local de los tejidos en situaciones de
isquemia, regulaciéon del crecimiento de las células musculares lisas, asi como productor y

regulador de la matriz extracelular.

Teniendo un origen comun, las células endoteliales presentan diferentes fenotipos con
especializaciones segun el territorio u érgano por el que discurren. Su participacién directa en la
proteccién del funcionalismo vascular viene mediada por su capacidad de segregar metabolitos
extremadamente activos y antagdnicos, como el éxido nitrico y la endotelina para la regulacién de
la contraccién de las células musculares lisas, o la de activadores de la fibrinolisis como el t-PA o el

u-PA y de su inhibidor el PAI-1, que controlan la fibrinolisis %3,
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PRINCIPIOS ACTIVOS DEL ENDOTELIO VASCULAR

Antihemostaticos

Hemostaticos

Tabla Ill.- Principios activos del endotélio vascular

Trombomodulina

Proteina C

Proteina S

Activador tisular de plasminégeno
Prostaciclina(PGl,)

Oxido nitrico

Heparansulfatos

Factor de von Willebrand

Factor V

Factor Il (tisular)

Inhibidor del activador de plasmindgeno
Tromboxano A,

Vasodilatadores

Vasoconstrictores

Oxido nitrico

Prostaciclina (PGl,)

EDHF (factor hiperpolarizante derivado del endotelio)
CNP

Endotelina
Angiotensina Il
Tromboxano A2
Aniodn superdxido

Promotores de crecimiento

Inhibidores de crecimiento

Endotelina

Angiotensina Il

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
PDGF (Platelet Derived GF)

bFGF (Fibroblast GF Basic)

Anidn superéxido

Oxido nitrico
Heparansulfatos
TGF-B (Transforming GF-B)

Inmunoldgicos

E-selectina. P-selectina

ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1)
VCAM-1 (Vascular Adhesion Molecule-1)
Interleucinas 1, 6, 18

NF-kB

TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a)

MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1)

El resultado neto de ese balance muestra que el endotelio disminuye el tono vascular,
debido a que relaja el musculo liso de la pared del vaso, y es inhibidor de la proliferaciéon de ese
tejido, inhibe la adhesidn y agregacién plaquetaria, deprime la activacion del sistema de

coagulacién, estimula la fibrindlisis, disminuye la permeabilidad capilar e inhibe la adhesién y

migracion de neutrdéfilos y macréfagos generadores de inflamacion. (Figura 20)

Pégina | 60



Sindrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la
Isquemia/Reperfusion y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina-1.

i - Plasma /’—‘. -

Coagulaclén y
brndllals

Figura 20.- Funciones del endotelio
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Los dafos estructurales tanto de las células del musculo liso vascular como de la
endoteliales se producen rapidamente después del dafio isquémico *°. Las células del endotelio
vascular renal inician la respuesta inflamatoria en el rifion dafiado debido a su contacto directo
con los agentes lesivos ®2. Morfolégicamente, la desorganizacion del citoesqueleto de actina y los
complejos de unién en el endotelio son similares a los previamente descritos en las células

epiteliales tubulares **°.

4.1.- Disfuncion endotelial

El término disfuncién endotelial indica que, ya sea en condiciones basales o posterior a la
estimulacién, el endotelio no cumple apropiadamente sus funciones **’. Una menor disponibilidad
de NO, una alteracién en la produccion de prostanoides (incluyendo prostaciclina, tromboxano-A2
y/o isoprostanos), un deterioro de la hiperpolarizacion dependiente de endotelio, asi como una
mayor liberacién de endotelina-1, pueden individualmente o asociados contribuir a la disfuncién
endotelial. Sin embargo, la menor disponibilidad de NO, constituye el fenémeno mas temprano y
la caracteristica mds importante de disfunciéon endotelial. La alteracion de la funcién endotelial,
qgue se manifiesta por el desorden del control del tono vasomotor, esta presente, tanto en

grandes arterias y venas como en la microvasculatura **%,

La ausencia de la respuesta relajante mediada por NO, se manifiesta también en un

aumento de la contraccién del musculo liso vascular en respuesta a diversos vasoconstrictores
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como, endotelina, serotonina y noradrenalina. Si bien el deterioro de la relajacién vascular
dependiente del endotelio es un marcador de disfuncién, la menor disponibilidad de NO también

genera un endotelio con efectos pro-inflamatorios, pro-trombéticos y pro-coagulantes.

Esto hace que la disminucién de la vasodilatacién mediada por flujo o por acetilcolina se
encuentre asociada con el aumento de marcadores plasmaticos de disfuncién endotelial, como el
factor de von Willebrand y CAMs endoteliales. El incremento de células endoteliales circulantes

parece ser una manifestacion de dafio endotelial severo **°.

La comprension de las vias exactas involucradas en la isquemia renal y la disfuncién de las
células endoteliales tras I/R sigue siendo muy incompleta Cabe destacar que, aunque a menudo
es descrito como un érgano, el endotelio no puede ser visto como una estructura homogénea. De
hecho, las células endoteliales se diferencian en estructura y funcién en diferentes sitios del arbol
vascular y demuestran diversas respuestas a los estimulos de hipoxia. Debido a esta
heterogeneidad del endotelio y la amplia gama de tejidos sometidos a la presion de O,, a través
del rifidn, las células endoteliales en las diferentes regiones del rifién es probable que muestren
diferentes niveles de susceptibilidad a la lesién isquémica o hipdxica. La administraccidn sistémica
o intrarenal de células endoteliales completamente diferenciadas en rifiones de rata
postisquémicos producen una proteccion funcional importante. También se ha logrado una
mejoria importante administrando células que expresan 6xido nitrico sintasa endotelial. Sin
embargo el dafio isquémico lleva a la expresion de un factor antiangiogénico que es la

130 Algunos estudios proponen el

angiostatina que induce apoptosis de las células endoteliales
uso de agentes proangiogénicos que puedan incrementar la reserva o la movilizacion de células
progenitoras endoteliales, como la eritropoyetina, factor de crecimiento endotelial vascular y

estatinas .

Después de la I/R renal se producen complejas interacciones entre lesidn tubular, lesiones
microvasculares, e inflamacion. Como consecuencia del dafio por I/R, se produce la muerte de las
células endoteliales, y los sitios del endotelio de los capilares peritubulares que han quedado
desnudos son propensos a prolongar la vasoconstriccion . Debido a la desorganizacion en la
integridad del endotelio se produce una disfuncion como barrera, ya que las uniones celulares
desaparecen, esta desintegracién endotelial incrementa la permeabilidad vascular y la infiltracion
leucocitaria hacia el parénquima renal. La lesion endotelial conduce a una vasoconstriccién
intensa, sedimentacién microvascular y congestion microvascular mediante los leucocitos. Los

leucocitos activados producen una serie de mediadores inflamatorios y de RLO que potencian el
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dano celular tubular. Ademas, las células del tdbulo van a llevar a cabo una respuesta mayor,

mediante la generacidon de citocinas y quimiocinas que amplifican ain mas la inflamacion (Figura
21)

CAPILAR INTERSTICIO TUBULO

TMFa, IL-1,IL-6,IL-8, iNOS
Citocinas quimiotacticas

Figura 21.-.Interaccién entre dafio
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Las cascadas inflamatorias que se inician por la disfuncidén endotelial pueden aumentar
dramaticamente debido a la generaciéon de una serie de potentes mediadores por parte del

8695151152 Estos incluyen citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6,

epitelio tubular renal isquémico
IL-1B, TGF- B) y citocinas quimiotacticas (proteina quimiotdctica de monocitos-1 [MCP-1], IL-8,
RANTES). Estudios en humanos han demostrado recientemente que los niveles de las citocinas
proinflamatorias IL-6 e IL-8 en el plasma pueden pronosticar la mortalidad en pacientes con IRA
132 v los niveles del receptor de quimiocinas CXCR3 en orina puede predecir IRA después de

trasplante de rifién >3, lo que demuestra la importancia clinica de estos mecanismos.

La produccién de las quimiocinas promueve aun mas las interacciones leucocito-endotelio
y la activacién de leucocitos, lo que resulta en el deterioro del flujo sanguineo renal y la expansion

del dafio tubular.

En resumen, la isquemia renal desencadena la activacion de multiples mecanismos que
conducen a la disfuncidn vascular. Estos mecanismos incluyen la disfuncion endotelial funcional,
en el que probablemente esté implicado el NO como mediador central. La disfuncién endotelial se
correlaciona con la lesién endotelial directa y con el dafio estructural asociado a aumento de la
permeabilidad vascular, la congestién de los tejidos, los trastornos vasomotores y la activacién

hemostatica e inflamatoria. (Figura 21) En conjunto, estas alteraciones ponen en peligro la
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perfusion renal tanto global como local, y disminuye el aporte de oxigeno renal durante periodos

prolongados de tiempo después de la lesidn isquémica inicial.
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5.- Inflamacion en la Lesion por I/R

5.1.- Generalidades

La inflamacién se puede definir como la reacciéon del tejido vivo vascularizado a una
agresion local. La respuesta inflamatoria esta intimamente ligada con el proceso de reparacion. La
inflamacién va a poner en marcha una serie de procesos con el fin de destruir o aislar el agente
lesivo y reparar el tejido lesionado. Debemos tener en cuenta que sin la inflamacion, las
infecciones no serian autocontroladas, pero también es verdad, que en ocasiones la inflamacién y

la reparacién pueden ser potencialmente perjudiciales ®.

Si la inflamacidn se resuelve, el tejido se puede recuperar sin secuelas. Sin embargo, si la
respuesta inflamatoria no se resuelve, por ejemplo, debido a que la lesidn tisular se mantiene, la
inflamacién puede ser crénica, y, la estimulacion permanente de la reparacion tisular finalmente
puede dar lugar a la fibrosis del érgano con la consecuente pérdida de la funcién y el fracaso del

injerto

Ademas de los efectos citotdxicos directos de la hipoxia, la I/R renal induce una reaccién
inflamatoria en el parénquima renal ®. Durante la I/R renal se produce sintesis de citocinas pro-
inflamatorias como la IL-1, IL-6 y TNF-a. Las quimiocinas también son generadas rapidamente en
el rifién después de la I/R 7, y la quimiocina derivada de queratinocitos (KC), un analogo de ratdn

de la IL-8, es un marcador bioldgico precoz de la IRA isquémica ***

. La isquemia también causa la
infiltracion de leucocitos en el rifdn. Los macrofagos y las células T se infiltran mds adelante
durante el curso de la enfermedad, y persisten hasta bien entrada la fase de recuperacion.
También varios estudios han sugerido que las células del epitelio tubular renal juegan un papel

proinflamatorio *>>**’.

El NF-kB juega un papel central en la generacion de una respuesta inflamatoria, ya que es
activado bajo condiciones de estrés celular e inflamacidn, y resulta en una activacion y formacién

de otros factores pro-inflamatorios como la IL-1B, TNF-a, o IFN-y y quimiocinas como la IL-8, MCP-
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1, o RANTES potenciando la respuesta inflamatoria, seguida en este proceso de una infiltracidn de
linfocitos, macréfagos y granulocitos en el tejido lesionado. Aqui, las moléculas de adhesién como
el LFA-1 o la ICAM-1 desempefian un papel importante. El infiltrado celular junto con la expresion

de citocinas/quimiocinas agrava el edema intersticial del tejido inflamado.

Un efecto importante de la hipoxia sobre el tejido es el desarrollo de la acidosis
metabdlica que puede inducir una respuesta inflamatoria cuando la perfusién de los tejidos
respectivos se restablece®’.Sin embargo, no sélo los mediadores inflamatorios generados
localmente como las citocinas/quimiocinas, derivados de la lesidn de I/R, sino también los
mediadores inflamatorios sistémicos del donante afectan al injerto después del trasplante **%. Por
ejemplo, la muerte cerebral profunda contribuye a una respuesta inflamatoria sistémica a través
de la liberacién de citocinas desde el cerebro. Esta "explosidn de citocinas" deteriora la funcidn
del 6rgano que da lugar a mas episodios de rechazo agudo y la disminucién de la funcién a largo
plazo > La importancia de estos efectos es subrayada por experimentos que demuestran la
influencia de la muerte cerebral en la funcién del injerto también a largo plazo, incluso cuando la

isquemia fria ha sido eliminada ***.

Por otra parte las células no sélo producen factores nocivos que promueven la muerte
celular y la inflamacidn durante la hipoxia, sino que también forman factores de proteccion para
poder sobrevivir a los episodios de hipoxia, de los cuales, el factor de transcripcion HIF (factor

182 Curiosamente el sistema de HIF-1 no sélo

inducible por hipoxia-1) juega un papel importante
se activa bajo condiciones de hipoxia, también lo hace en condiciones inflamatorias. En
condiciones normales, los niveles celulares de HIF-1 son muy bajos y aumentan progresivamente
en condiciones de hipoxia para aumentar la angiogénesis, eritropoyesis, control vasomotor de los
vasos y alterar el metabolismo energético celular, y las vias de supervivencia con el fin de
proteger a las células contra los efectos de la hipoxia. Ademas de los factores de transcripcion
también hay genes protectores como la hemoxygenasa-1, bcl-2 o A20 que se inducen para
proteger a las células, después de la hipoxia. Una gran cantidad de trabajos en modelos animales,
asi como un andlisis patoldgico de biopsias humanas demuestran que la IRA isquémica se

caracteriza por una respuesta inflamatoria fuerte 13

Las terapias que se dirigen a tipos
especificos de células inflamatorias o proteinas efectoras, tales como las proteinas del
complemento, quimiocinas, o CAMs mejoran la IRA isquémica en modelos animales *®. Para estas
terapias es importante entender las sefiales que inician la inflamacion en respuesta a la I/R.
Focalizar los factores que inician la inflamacién puede ser mas eficaz que tener como objetivo los

efectores intermedios ya que a menudo estos tienen funciones redundantes. Ademas, las células
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o los factores que causan dafio tisular en una etapa de la respuesta inflamatoria pueden ser
importantes para la terminaciéon de la inflamacion y para la reparaciéon de tejidos en etapas
posteriores. El sistema del complemento, por ejemplo, es un importante iniciador de la respuesta
inmune, pero también participa a veces en la regeneracién tisular. Componentes celulares de la
respuesta inflamatoria, como los neutréfilos y los macréfagos, también pueden contribuir a la
destruccién del tejido durante la primera etapa de la lesidn, pero mas tarde proporcionar sefiales
necesarias para la resolucion de la lesion 3 Debido a esto, la inhibicidn de una via en la fase inicial
de la lesion puede ser beneficiosa, pero podria ser perjudicial si se realiza mas adelante en la fase

de resolucion de la lesion.

Revisaremos los mediadores de la inflamacion que son liberados por las células epiteliales

tubulares del rifidn, las células endoteliales renales y las células inflamatorias.

5.2.- Mediadores Quimicos de la Inflamacion

Dentro de los mediadores quimicos de la inflamacién ”® vamos a destacar los siguientes:

5.2.1.- Aminas vasoactivas

a) Histamina: La histamina o sustancia H estd siempre presente en las fases iniciales de la
inflamacién. Se encuentra almacenada, de forma inactiva, en los granulos de las células
cebadas, leucocitos, basodfilos, eosindfilos y plaquetas. En menor cantidad se halla en

diversos tejidos como piel, mucosa intestinal y pulmones *®.

El papel de la histamina, su relacién directa con las células cebadas, la degranulacién de
éstas en las fases iniciales de la inflamacién y la supresion de la respuesta vascular por los
antihistaminicos estan suficientemente demostrados, induciendo dilatacién de las vénulas
y capilares, con aumento de la permeabilidad y contraccion del musculo liso. Es el
principal mediador de la primera fase de la inflamacién, aunque tiene una acciéon muy
fugaz, inactivandose a los 15 minutos.

La degranulacién de las células cebadas es un proceso muy complejo, que puede ser

desencadenado por una gran variedad de causas: agentes fisicos, inmunocomplejos,
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factores del complemento, toxinas bacterianas y fracciones lisosdmicas de las células
inflamatorias. Su liberacion estd regulada por el nivel intracelular del 3’-5

adenosinmonofosfato ciclico (AMPc).

b) Serotonina (5-hidroxitriptamina): Se identificé en las células cromafines intestinales.
Aunque es uno de los mediadores quimicos mas importantes en algunos animales, su
papel en el fendmeno inflamatorio humano es de menor importancia. Se encuentra en los
granulos de las células cebadas, en las plaquetas y también en el intestino, bazo y tejido

nervioso. Tiene menor importancia que la anterior en la respuesta inflamatoria **.

5.2.2.- Mediadores quimicos del plasma

5.2.2.1.- Sistema de las cininas

Las cininas son pequefios polipéptidos, con una potente accién vasodilatadora
prolongada. La accién de estas sustancias consiste en vasodilatacién arteriolar, contraccién lenta
del musculo liso, aumento de la permeabilidad, sobre todo en el lecho capilar y efecto hipotensor.
También producen un efecto similar al de la histamina y serotonina en las vénulas, con separacion
de las uniones intercelulares de las células endoteliales. Son las responsables del dolor en el foco

inflamatorio.

La formacién de las cininas se inicia por la activacién del factor de Hageman (factor XIl)
cuando se pone en contacto con superficies de carga negativa, como la membrana basal o el
colageno. Un fragmento, el factor Xlla, transforma a la precalicreina plasmatica en la enzima
activa calicreina. Esta actia sobre los cinindgenos y los escinde dando como producto final la
bradicinina, potente mediador quimico de la inflamacién, pero de accién corta, ya que es
inactivado por una enzima denominada cininasa. La calicreina es ademas un potente activador del

factor de Hageman, lo que permite la autoactivacion del sistema. (Figura 22)
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Figura 22.- Formacidn de las cininas

5.2.2.2.- Sistema del complemento

El sistema del complemento es un complejo formado por mas de 28 proteinas plasmaticas
que circulan de forma inactiva y que una vez activadas forman parte de un sistema de
amplificacion en cascada muy complejo, que juega un papel muy importante en las defensas del
individuo. La activacién del sistema del complemento puede iniciarse y desarrollarse por dos vias
diferentes, la clasica o via MB-lectina (via de la lectina de uniéon a manano) y la alternativa, estas
proteinas del sistema del complemento cuando se activan se convierten en enzimas protoliticas
que degradan otras proteinas del complemento, formando una cascada, los elementos que
participan en el proceso inflamatorio son C3a, C5a y C4a, denominadas anafilotoxinas. Ambas
vias, terminan en una via final comun, cuyo objetivo es llegar a formar un complejo proteico
denominado complejo de ataque de membrana (C5b-9 o MAC), muy inestable, que es el que
posee la capacidad de perforar la membrana de la célula atacada creando canales que permiten el
paso libre de agua y de iones y la consiguiente lisis celular. El C5b-9, es un agente quimiotactico
muy potente, el cual causa lesiones directas sobre las células endoteliales, y estimula Ia
produccidn endotelial de IL-8, MCP-1 y RLO e inhibe la vasodilatacién dependiente del endotelio

%3 Los componentes del sistema del complemento son activados por diferentes estimulos como,
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agentes infecciosos (bacterias o virus) o estimulos no infecciosos entre los que se encuentra el

140,166,167

dafio por I/R

Este conjunto de proteinas séricas se sintetiza fundamentalmente en el higado y también
en linfocitos, macréfagos y células del sistema linforreticular. Al ser activadas, interaccionan entre
si de forma secuencial originando una serie de reacciones en cascada con la produccion de
diferentes fragmentos proteicos, capaz de ejercer diversos efectos bioldgicos entre los que
destacan, la lisis de membranas celulares, el incremento de la eficacia fagocitica celular y la

induccién de reaccién inflamatoria %’.

El sistema del complemento desempefia un papel muy importante en la respuesta
inmunitaria y desde luego en el proceso inflamatorio, componente inespecifico de dicha
respuesta. Las proteinas del complemento pertenecen al grupo de defensas inmunitarias
inespecificas del organismo, aunque actla muy integradamente con las defensas especificas
adquiridas, como Igs, especialmente la IgG y la IgM. Durante el desarrollo de la inflamacién se

incrementa la sintesis de estas, bajo la estimulacidn de citocinas, como la IL-1 y el INF-y.
Papel del complemento en el dafio por I/R

La I/R es un potente inductor de la activacion del complemento. La reperfusién tras la
isquemia produce la activacién local del sistema del complemento por ambas vias, clasica y
alternativa, ademas de llevar a la produccidon de factores quimiotdcticos, tales como el C5a vy

probablemente C3a, y a la expresidn de las CAMs.

La activacion del complemento durante el dafio por I/R puede producir dafio tisular de un
modo directo a través del C5b-9 o MAC pero, ademas, el C5b-9 o MAC altera la funcién celular
normal, modulando la transcipcién de genes involucrados en la codificacion de mediadores

proinflamatorios.

Las anafilotoxinas C3a, C4a y C5a, poseen una importante actividad quimiotdctica,
reclutan y estimulan las células inflamatorias e incrementan la expresidon de las CAMs como la
VCAM-1, la ICAM-1, la E-selectina y la P-selectina sobre la superficie del endotelio y de los
neutréfilos %, La C5a es un factor quimiotactico que estimula directamente la sintesis y secrecién
por parte de los leucocitos de las citocinas como IL-1 e IL-6, la proteina MIP-1 y TNF-a. La C3b
toma parte en la adhesion de los neutrdfilos sobre el endotelio. El sistema del complemento
identifica y elimina eficazmente los agentes perjudiciales asi como las células dafiadas. La

activacion descontrolada del mismo también puede contribuir al dano del tejido. El sistema del
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complemento se activa en el rifion después de la I/R, y como resultado se produce una deposicidén
de C3alo largo de la membrana basal tubular y el aumento en la circulacion de C3a.

Se ha propuesto la inhibicidn del sistema del complemento para reducir el dafio por I/R en

168

modelos experimentales En un modelo experimental de dafio por I/R en trasplante la

169 E| tratamiento con un inhibidor para el

inhibicién del componente C5, reduce dicho dafo
factor B de ratén, un componente necesario de la via alternativa, evita la activacién del
complemento en el rifidn después de la I/R y protege al ratdén de la apoptosis y de la necrosis
tubular. El Inhibidor del Complemento (Crry), se expresa sobre la membrana basolateral de los
tubulos proximales renales. Después de la I/R, se modifica la expresion tubular renal de Crry, para
permitir la activacion del complemento. Los ratones deficientes en Crry son mas susceptibles a la
isquemia confirmando un papel protector de la expresidn de Crry. Un reciente estudio demuestra
que C3a (el primer componente de la via alternativa) es necesario para la produccion de la
proteina MIP-2/CXCL2 y de KC/CXCL1/IL-8 por las células epiteliales del tubulo proximal después
de la I/R renal. Los antagonistas especificos del receptor de C3a disminuye significativamente la
produccion de MIP-2 y de KC, sin embargo el antagonista del receptor de C5a y la prevencién de la

formacion del C5b-9 0 MAC no tienen un efecto significativo sobre la produccién de MIP-2 y KC*.

5.2.2.3.- Sistema de la coagulacién

El grupo de proteinas plasmaticas que forman este sistema, pueden ser activadas por el
factor Xll. El punto final es la transformacién del fibrinégeno en fibrina, con liberacién de
fibrinopéptidos que producen aumento de la permeabilidad vascular y quimiotaxis de los

leucocitos.

El sistema fibrinolitico puede participar también en el fenédmeno inflamatorio, a través de
su relaciéon con el sistema de las cininas. La calicreina transforma el plasminégeno en plasmina;
ésta, ademas de disolver el codgulo de fibrina, actua en el foco inflamatorio al iniciar la formacién
de bradicinina por activar el factor de Hageman, cerrando el ciclo de activacién mutua de ambos
sistemas. La plasmina puede también activar el sistema del complemento por la via alterna. Los

productos de la degradacién de la fibrina producen alteraciones de la permeabilidad .

5.2.2.4.- Derivados del acido araquiddnico

Prostaglandinas y leucotrienos. El acido araquidénico es un acido graso insaturado que

procede de la dieta o del metabolismo del acido linoleico. 1 No se encuentra libre en las células,
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sino formando parte de los fosfolipidos de la membrana celular. Para su utilizacién por la célula,
debe ser liberado de los fosfolipidos mediante la activacion de una fosfolipasa. Esta activacién se
va a desencadenar mediante una serie de estimulos fisicos, mecdnicos o quimicos (C5a). Una vez

liberado, puede seguir dos vias metabdlicas.(Figura 23)

RUPTURADELA
MENVBRANA CELULAR
., ENZIMA
- FOSFOLIPASA &
LIBERACIGN
DEL ACIDO ARAGUIDONICO
Figura 23.- Derivados del acido
araquidonico
ENZIMA ENZIMA
CICLOOXIGENASA LIPOOXIGENASA,
PROSTAGLANDINAS LEUCOTRIENOS
PROSTACICLINAS {(sustanclade llixeraclén
TROVBOXANOS lenta de Anafllaxls

Via de la ciclooxigenasa

La via de la ciclooxigenasa da lugar a prostaglandinas, que se consideran hormonas de
accioén local, corta y rdpida que poseen varias actividades farmacoldgicas y regulan las funciones
celulares a través del sistema del AMP ciclico. En el foco inflamatorio, actian como mediadores y
reguladores de la inflamacidn; a veces con acciones antagdnicas. La ciclooxigenasa transforma el
acido araquiddnico en un endoperoxido, la PGG2, que es transformada por oxidacidon enzimatica

en PGH2. Ambas prostaglandinas producen agregacion plaquetaria y contraccion del musculo liso.
La PGH se transforma en tres sustancias diversas segun su localizacion:

+ PGI2 o prostaciclina, presente en la pared vascular y, més concretamente, en el endotelio.
Es un potente inhibidor de la agregacién plaquetaria y posee accidn vasodilatadora.
+ Tromboxano A2, se localiza en las plaquetas. Tiene una accién muy corta con un efecto

antagonico a la anterior: favorece la agregacion plaquetaria y la vasoconstriccién.
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£ PGE2, PGD2 y PGF2. Son otras prostaglandinas mas estables y presentes en diversos
tejidos. Entre sus acciones destaca la vasodilatacion. Inducen también la formacién de

colageno y estan implicadas en la aparicion de la fiebre (PGE2) y el dolor.

Se han descrito dos isoenzimas de ciclooxigenasa, COX-1 y COX-2. Tienen un 60% de
similitud y presentan diferentes propiedades bioldgicas y farmacolégicas. COX-1 es
constitutivamente expresada en la mayoria de los tejidos y esta involucrada en la produccion
fisiolégica de las prostaglandinas. La forma inducible, COX-2, estd presente en las células
expuestas a agentes proinflamatorios, incluyendo citocinas, y es expresada en procesos
inflamatorios ’%. La inhibicion de la COX-2 por AINES puede utilizarse como medida terapéutica,
mientras que la COX-1 nos podria explicar los efectos no deseados de los AINES en estémago y
rifién.

Entre las propiedades bioldgicas de la prostaciclina, se encuentran, ademds de las ya
citadas, vasodilatacidon y antiagregacién plaquetaria. Mantiene el flujo sanguineo renal (mas
importante en la médula que en el cértex) y la filtracion glomerular, regulan la eliminacién de Na*
y agua debido a su efecto tubular directo, mas evidente en la porcién gruesa del asa ascendente
de Henle. Existe una importante interaccién entre el NO y las PGS en la regulacion aguda y a largo
plazo de la funcién renal: las prostaglandinas contribuyen a mantener la hemodinamica vy la

funcién excretora renal cuando se reduce la produccién de NO.

El balance entre la prostaciclina y el tromboxano es un factor importante respecto a la
modulacién del dafio producido por la I/R. Inhibidores de la tromboxanosintasa pero no de la
ciclooxigenasa previenen del dafio tras la isquemia renal. Se cree que es debido a la estimulacion

de la produccion enddgena de prostaglandinas vasodilatadoras (PGE1, PG2).

Son numerosos los trabajos que indican que la administracion de inhibidores de la sintesis
del TXA2 tiene un efecto citoprotector en el dafio por I/R no sélo en el rifién, sino también en el
higado y en pancreas 3. También, la administracién de analogos de la prostaciclina atenuan el
dafio por I/R mejorando el flujo renal y la filtracién glomerular, facilitando la recuperacion de las
células tubulares danadas a nivel renal, mejorando la microcirculacion hepdtica y atenuando la

deplecidn energética y la lipoperoxidacion.

La estimulacion de los receptores de las células endoteliales por serotonina (5HT) o
adenosindifosfato (ADP) liberados de las plaquetas, trombina y bradiquinina, o sustancias
liberadas por situaciones de estrés, activan la célula que, a partir del dcido araquiddnico, genera

prostaciclina (PGI2). Esta, relaja el musculo liso vascular e inhibe la agregacidon plaquetaria
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incrementando los niveles de AMP¢

. El aumento simultdneo de AMP. y GMP¢, por parte de NO
y de PGl,, hace que de forma sinérgica, estos inhiban la agregacion plaquetaria. La hemoglobina

inactiva al NO. (Figura 24)

PLAQUETAS C ) (__{'\"_FLT ‘"""_"E__:)
TROMBINA r / /
BRADIGUININA
— HEMOGLOS
ESTRES SHT, ADP =1N
CEL. ENDOTELIAL Figura 24.-Interaccién entre el NO
- Ac.-’\raquldanlco LArgunma l:l Pl y |a PGI2 y aumento de AMPC

yGMP..

=
S
[ 1

<‘ﬁa§c 4 E;;:‘:)

CEL M. LISO

Via de la lipooxigenasa

El acido araquiddnico, bajo la accion de la lipooxigenasa, se transforma en una serie de
productos denominados leucotrienos. Estas sustancias pueden originarse también en macréfagos,

células cebadas y otras células del tejido conjuntivo.

Alguno de los leucotrienos (LTB4, LTD4, LTE4) produce broncoespasmo, vasoconstriccion y
aumento de la permeabilidad. El LTE4 tiene una accién similar a la histamina pero mucho mas
potente. Actuan sobre los leucocitos promoviendo su adherencia al endotelio y su extravasacion
al espacio tisular. Ademas, el LTB4 es un potente quimiotactico para neutréfilos, eosindfilos y

monocitos y favorece la liberacién de enzimas lisosémicas *’*

5.2.2.5.- Factor activador de las plaquetas (PAF)

Mediador derivado de los fosfolipidos que ejerce una accion mucho mas potente que la
histamina sobre la permeabilidad vascular y, a concentraciones bajas, produce vasodilatacién.
Produce agregacién plaquetaria, aumento de la permeabilidad vascular, contraccién del musculo
liso, activacion de neutréfilos y ademds aumento de la adherencia leucocitaria al endotelio,
guimiotaxis, liberacion de enzimas lisosomiales y broncoespasmo. El PAF pude ser producido por

una serie de células como los baséfilos, neutréfilos, monocitos y endotelio . En el rifién, aunque
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las células endoteliales son capaces de producir grandes cantidades de PAF son las células
mesangiales, las que van a producir mayores cantidades de PAF tanto en condiciones basales
como después de la activacién en respuesta a la isquemia o a sustancias téxicas. En modelos de
IRA, el PAF parece ser el responsable tanto de las alteraciones hemodinamicas renales como de
otras alteraciones asociadas con la IRA. Se ha demostrado como el tratamiento con varios
antagonistas de PAF protege significativamente de la IRA isquémica. Los rifiones reperfundidos
con neutroéfilos producen mas PAF que los reperfundidos sin neutrdfilos, y cuando los rifiones se
reperfunden con un antagonista del PAF se observa un incremento en la funcién renal con
respecto a los que no se le administra el antagonista, lo que sugiere que los neutréfilos

contribuyen al dafio renal por I/R através de mecanismos mediados por la liberacién del PAF 7.

Se ha demostrado que la endotelina induce la sintesis y liberacién del PAF por las células
endoteliales, al igual que otros vasoconstrictores como la angiotensina Il y la vasopresina también

involucrados en la IRA isquémica.

En cuanto a los RLO, el perdoxido de hidrégeno produce contraccién de las células
mesangiales y fosforilacién de la cadena ligera de la miosina y ambos efectos son disminuidos con
antagonistas del PAF. El perdxido de hidrégeno también estimula la sintesis de PAF por las células
mesangiales. Por ello, el posible efecto del incremento en la produccién de RLO sobre la
contraccién celular mesangial, un importante determinante de la reduccién del coeficiente de
ultrafiltracién y reduccién de la TFG, podria ser mediado por la sintesis y liberacion del PAF por el

mesangio glomerular estimulado por los RLO.

Todo esto sugiere que la generacion del PAF local en respuesta a la isquemia o secundaria
otros mediadores vasoactivos juega un papel muy importante en las alteraciones hemodinamicas

renales e intraglomerulares en modelos experimentales de IRA isquémica *’°.

5.2.2.6.- Citocinas

Son un grupo de polipéptidos producidos por varios tipos de células, especialmente por
monocitos, macroéfagos, linfocitos y células endoteliales. Bajo el término citocina se engloba un
grupo heterogéneo de factores que, por motivos histéricos, presenta una nomenclatura diversa y
poco esclarecedora, bien basada en el tipo celular en la que fueron inicialmente aisladas
(monocinas, linfocinas) o bien por la primera accién descrita para cada una de ellas (oncoestatina,
TNF), y que no siempre se corresponde con su accidn principal. Pese a la complejidad y diversidad

existente entre citocinas, se han podido establecer unas caracteristicas generales, que, aln
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existiendo excepciones, ayudan a definir que factores pueden considerarse citocinas,

diferenciandolos de otros tipos de mediadores solubles como las hormonas.

Las citocinas son proteinas generalmente secretadas, de bajo peso molecular y que son
producidas de novo en respuesta a un estimulo inmune y su secrecidén suele ser breve.
Normalmente se encuentran en concentraciones muy bajas, aunque en determinados casos

puedan incrementarse notablemente los niveles en respuesta a agresiones 2.

Su accidon es en general autocrina (producen sus efectos en las propias células donde se
originan) o paracrina (producen sus efectos en las células vecinas), aunque en casos en los cuales
hay una concentracion elevada pueden actuar de manera endocrina (sobre drganos o tejidos
diana). De igual forma que otros factores peptidicos, las citocinas inician sus acciones mediante la
union a receptores de membrana especificos, habitualmente con una gran afinidad, lo que explica

gue se necesitan cantidades muy pequeias para producir un efecto biolégico.

Es también muy habitual que una misma citocina presente diversas acciones
(pleiotropismo) asi como que se den acciones redundantes entre diferentes citocinas. El
pleiotropismo puede explicarse por la existencia de receptores para una misma citocina en
diferentes tipos celulares y/o por la existencia de diferentes cascadas de sefializacién intracelular.
La redundancia puede ser explicada, por lo menos en parte, por la existencia de receptores o vias
de sefializacion compartidas por diferentes citocinas. En este sentido es importante comentar que
la activacion de las vias de sefializacién de las citocinas viene determinada por la formacién de un
complejo receptor inducido por el ligando, lo que inducirad a su vez la agrupacion de las porciones
citoplasmaticas de dos o mas moléculas receptoras promoviendo el reclutamiento de los factores

de sefializacion intracelular.

Por ultimo como consecuencia de toda esta variedad en la sefializacién, es muy habitual
encontrar casos de antagonismo o sinergismo en las acciones de diferentes pares de citocinas.
Son muy importantes tanto en la iniciacidn como en la prolongacién de la respuesta inflamatoria

enlalIRA Y,

Muchas citocinas son liberadas por leucocitos y por células del tubulo renal en el rifidn
dafiado.Las citocinas y quimiocinas proinflamatorias INF-y, IL-2, IL-10, GM-CSF, TGF-B, CXCL1, IL-6,

8 En la actualidad se han

MIP-2 y MCP-1 son incrementados en el rifidn isquémico con IRA
descrito mas de 20 citocinas. Detallaremos a continuacion las mdas importantes relacionadas con

el proceso inflamatorio en la reperfusion *72.
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Interleucina-1 (IL-1)

Es un polipéptido del que se conocen dos formas moleculares, a y B, codificadas por
genes localizados en el cromosoma 2. La homologia entre ambas formas de IL-1 Unicamente es

del 26%, pero interaccionan con el mismo receptor y comparten muchas actividades bioldgicas.

Es producida por macroéfagos, células endoteliales, células mesangiales, fibroblastos, y por

otros tipos celulares relacionados con la respuesta inmune (linfocitos B, células NK, etc.).

Dentro de la respuesta inflamatoria destacamos las siguientes funciones:

=

Es capaz de activar los macrdéfagos, siendo también producida por ellos, por lo que es uno

de los mecanismos de autoactivacion macrofagica.

#

Aumenta la produccion de prostaglandinas y la actividad citotdxica del macréfago.

=

Junto a otras citocinas, factores de crecimiento y el factor estimulador de la monopoyesis

(FEM) liberados en el foco inflamatorio, incrementan la actividad de la médula ésea para

aumentar la produccién de la serie blanca.

+ Estimula a células endoteliales, fibroblastos, linfocitos, etc. incrementando la produccién
de diferentes factores de crecimiento (GM-CSF, G-CSF, M-CSF, etc.).

+ Induce la proliferacién de los fibroblastos.

+ Actuando sobre el hipotdlamo incrementa la produccidén de la prostaglandina PGE,,
apareciendo asi fiebre y dolor.

4+ Provoca el aumento de la expresion de diferentes CAMs sobre las células endoteliales.

£ Aumenta la producciéon de moléculas de Clase Il del MHC y provoca la activacién de la

ciclooxigenasa.

4+ Causa la activacion de la iNOS incrementando asi la produccidn de 6xido nitrico.

La activaciéon de la citocina IL-1B e IL-18 se lleva a cabo a través de la caspasa
proinflamatoria, caspasa-1. Los ratones deficientes en IL-1B estan protegidos del dafio renal

agudo por isquemia 79,

La accién de IL-1 se inhibe fisiolégicamente por el antagonista del receptor de IL-1 (IL1-
RA)®°. En un modelo de isquemia reperfusion renal en rata, se observé que en los animales
tratados con IL1-RA el dafio renal, la infiltracidon neutrofilica y el nimero de células apoptéticas,

eran mucho menores comparadolas con el grupo control '
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Interleucina-18 (IL-18)

IL-18 es una citocina proinflamatoria producida por los tubulos proximales, linfocitos,
neutrdfilos, y macréfagos '®2 en situaciones de dafio renal agudo producido por la isquemia. La
activacion de IL-18 por caspasa-1 tiene como resultado la activacion de varias citocinas vy
guimiocinas, activacion de las T helper cell, y la proliferacion de linfocitos. Se ha demostrado que
los ratones deficientes en caspasa-1 estdn funcionalmente e histoldgicamente protegidos contra
el dafio isquémico y esta proteccidon esta asociada con una disminucién en la conversién del
precursor de IL-18 a la forma madura en el rifidén. También han observado como la administraciéon

de inhibidores de IL-18 protege contra la IRA por isquemia .
Interleucina-6 (IL-6)

Es una glicoproteina producida por diversos tipos celulares entre los que se incluyen
macrofagos, fibroblastos, células endoteliales y linfocitos T. Su produccién en el proceso
inflamatorio induce activacién de los monocitos y disminucién de la produccién de otras citocinas
como IL-1 y TNF-a, es una de las citocinas mds importantes en la regulacion negativa del
fendmeno inflamatorio. También posee una relevante funcion reguladora sobre la diferenciacion

de los linfocitos B, y parece que modula la activacion de las células T.

La IL-6 es una citocina pleiotropica y se ha descrito que posee propiedades tanto
proinflamatorias como antiinflamatorias. Se ha demostrado que IL-6 actia como regulador tanto

182 Los mecanismos por los

en la IRA isquémica *® como en el dafio pulmonar en ratones con IRA
cuales se llevan a cabo los efectos de IL-6 en la IRA isquémica podrian ser por trans-sefalizacion y

por activacion de STAT-3 en células tubulares renales.
Interleucina-10 (IL-10)

Es producida, entre otros, por macréfagos y células T. Entre sus funciones en la respuesta
inflamatoria destacamos la capacidad de activar o inhibir los macréfagos (dependiendo de su
concentracién) convirtiéndose, junto con la IL-6 en otra de las citocinas moduladoras del
fendmeno inflamatorio. Parece que también ejerce su acciéon estimulando la proliferacién de

células By T, tanto maduras como inmaduras.

La IL-10 es una potente citocina antiinflamatoria que inhibe la inflamacién y las vias
citotoxicas implicadas en el dano renal agudo. IL-10 podria actuar en parte, por la inhibicion en la

activacion de genes implicados en la activacién de leucocitos y moléculas de adhesién **.
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Factor de necrosis tumoral (TNF)

Es una citocina segregada fundamentalmente por los monocitos y macréfagos, aunque
también la pueden producir los linfocitos T y las células NK, cuyo gen se localiza en el cromosoma
6. Presenta dos formas la a y la B que aunque poseen funciones similares (en la inflamacién) las

desarrollan con diferente intensidad.

Dentro del fenémeno inflamatorio destacamos las siguientes funciones del TNF: *%

¥

Es capaz de activar los macréfagos, y al ser también producida por ellos se convierte en

uno de los mecanismos de autoactivacién macrofagica.

% Junto a otras citocinas, factores de crecimiento y el factor estimulador de la monopoyesis
(FEM) liberados en el foco inflamatorio, incrementan la actividad de la médula ésea para
aumentar la produccién de la serie blanca.

4« Estimula a células endoteliales, fibroblastos, linfocitos, etc. incrementando la produccién
de diferentes factores de crecimiento (GM-CSF, G-CSF, M-CSF, etc.).

* Induce la proliferacién de los fibroblastos.

4+ Actuando sobre el hipotdlamo incrementa la produccion de la prostaglandina PGE,,
apareciendo asi fiebre y dolor.

+ Provoca el aumento de la expresién de diferentes CAMs como veremos mds adelante.

#+ Aumenta la produccidon de moléculas de Clase Il del MHC y provoca la activacién de la
ciclooxigenasa.

4 Causa la activacién de la iNOS incrementando asi la produccién de 6xido nitrico.

4 Incrementa la produccion de RLO especialmente del anién superéxido .

4 Estimula la sintesis de PAF.

Se ha demostrado que TNF-a estd involucrado en la apoptosis despues de la I/R ¥y que

p38 de la via MAPK y NF-kB son cruciales para la produccion de TNF-a y la apoptosis mediada por

TNF-o %,
Interferdn (INF)

En la actualidad, y por los progresos conseguidos en el clonaje de los genes que codifican
los diferentes polipéptidos que forman esta familia molecular, se identifican tres clases de
interferones, denominados alfa, betay gamma (o, B, ). El a y el f forman el previamente llamado

INF de tipo 1y los producen con preferencia los leucocitos y fibroblastos, respectivamente. El INF-
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Y, es segregado por los macréfagos, linfocitos T y por las células NK, es el anteriormente

denominado de tipo 2 o inmune que tiene una importante actuacién en la respuesta inflamatoria.

Los INF-a. y -B comparten una homologia de al menos el 30% en su estructura proteica
primaria; sin embargo, la secuencia de aminoacidos del INF-y no guarda ninguna relacién con la
de los otros dos tipos citados previamente. El INF-y es una glicoproteina cuya sintesis esta
codificada por un gen localizado en el cromosoma 12. Hasta la actualidad, se han caracterizados
dos formas moleculares diferentes. Dentro de sus acciones en la inflamacién destacamos el
aumento de la produccién de macrdfagos y su activaciéon y el incremento de la expresién de
diferentes moléculas de adhesién celular como veremos posteriormente. Sus funciones en el
sistema inmunitario son de gran importancia, regulando la funcidon de diferentes células del

mismo como los linfocitos Ty B, las células NK y los ya comentados macréfagos 2%,

5.2.2.7.- Productos lisosdmicos de los leucocitos

La liberacién de las sustancias contenidas en los lisosomas de las células que forman parte
del exudado inflamatorio, neutrdéfilos y monocitos, puede contribuir al mantenimiento de la
respuesta inflamatoria e inducir la destruccién tisular que aparece después de la reperfusion.
Dentro de este grupo tenemos a las proteinas catidnicas que aumentan la permeabilidad vascular
y tienen poder quimiotdctico para los monocitos; las proteasas neutras que pueden degradar
sustancias extracelulares (coldgeno, membranas basales, fibrina, elastina, etc.) y activar
directamente el C3 y C5 y; las proteasas acidas que degradan las proteinas en un medio acido.
Todas estas enzimas son inhibidas por antiproteasas dentro de las cuales tenemos a la alfa-1

antitripsina que es el principal inhibidor de la elastasa de los neutrofilos.

5.2.2.8.- Quimiocinas

Las quimiocinas son un gran subgrupo de moléculas que actian como quimioatrayente en
el reclutamiento de leucocitos en la inflamacion y en la regulacidn de la respuesta inmune de los

linfocitos T (T helper-1y T helper-2).

Las quimiocinas han sido divididas en cuatro subfamilias CXC, CC, C y CX3C de acuerdo con

el nimero y separacion en sus secuencias de los residos de cisteinas conservados.

Las quimiocinas son inducidas por citocinas (TNF-a e IL-1B), activacién del complemento,

especies reactivas del oxigeno, NFkB y vias de sefializacién relacionadas con receptores tipo Toll
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(TLR)*®™°_ Se ha investigado sobre quimiocinas y receptores de quimiocinas que contribuyen en
el dafio del tejido en modelos animales de enfermedades renales inflamatorias.

El receptor de quimiocinas CCR1 regula el trafico de macréfagos y neutréfilos al rifién en

un modelo de dafio por I/R renal en raton®****

. Los ratones wild-type pretratados con el
antagonista especifico de CCR1 (BX471) y los ratones deficientes en el receptor CCR1 tienen
menos neutrofilos y macréfagos que los controles. También los ratones deficientes en CCR1
tienen reducido el indice de los ligandos de CCR1, el ligando CCL3 (MIP-1a) y CCL5 (RANTES). La
guimiocina fractalquina fue la primera quimiocina-CX3C que se describié. Se expresa como una
molécula transmembrana y su expresidon en células endoteliales se induce por citocinas
inflamatorias como TNF-a, IL-1 y el IFN-y o el ligando CD40. La fractalquina soluble puede ser
liberada de la superficie de la célula por protedlisis exhibiendo actividad quimiotactica eficiente.El
receptor de fractalquina (CX3CR1) se expresa en los linfocitos natural killer (NK), monocitos, y

algunos linfocitos T CD8+. La fractalquina cumple una funcién dual en el proceso de extravasacién

de leucocitos actuando a la vez como molécula de adhesién y como quimiocina.

La interaccidon entre la fractalquina y CX3CR1, puede producir la adhesién celular sin
involucrar a las selectinas, pudiendo también producir el proceso de transduccion de sefiales para
la activacion de las integrinas. Es un importante quimiotrayente para células NK y monocitos pero

no para neutrdfilos.

En la IRA isquémica su expresion esta incrementada en el endotelio de grandes vasos
sanguineos, capilares y glomérulos y la inhibicién del receptor de la fractalquina disminuye el

dafio 2.

CXCL1 (también conocido como KC o IL-8), un prototipo de quimiocina CXC, es un
guimiotractante y atrayente tanto neutrofilico como de linfocitos T al lugar de la inflamacidn. El
CXCL1 se sintetiza en monocitos/macréfagos, fibroblastos, queratinocitos, y células endoteliales.
CXCL1 se une a los receptores de quimiocinas CXCR1 y CXCR2. En un modelo de trasplante renal
en rata, un inhibidor de CXCR2 previene de la infiltracién de granulocitos en el rifién y previene
del deterioro de la funcidn renal.

Se ha demostrado anteriormente que CXCL1 estd incrementado en rifién en la IRA

3 Hay estudios que sugieren que CXCL1 es un mediador de la IRA isquémica. La

isquémica
administracidn de un inhibidor de CXCL1 en ratdn disminuye la infiltracion neutrofilica en el rifidn
y lo protege del dafio renal isquémico agudo. En IRA isquémica CXCL1 se detecté en macréfagos y

células epiteliales tubulares. Se ha demostrado que la reduccién de los macréfagos protege contra
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la IRA isquémica en ratdén y el mecanismo protector podria ser debido a la inhibicion de Ia
produccion de CXCL1 por los macréfagos en la IRA isquémica, ya que se ha demostrado que los

macréfagos son la fuente principal de CXCL1 en el rifidn tras la IRA isquémica **.

5.2.2.9.- Radicales libres del oxigeno (RLO)

La accién directa contra los RLO seria un blanco terapeutico en la disminucién del dafio
por reperfusion. La administracion de antioxidantes enddgenos estd siendo estudiado
ampliamente en la prevencion del dafio por I/R. En estudios in vivo *** la administracién durante la
reperfusion de enzimas como, la superdxido dismutasa o la catalasa, o de agentes quelantes
como deferoxamina o manitol, agentes antioxidantes como vitaminas C y E o inhibidores de la
xantino oxidasa, como alopurinol, disminuye el impacto de los RLO. Sin embargo, estudios en

humanos muestran resultados menos claros, lo cual limita su uso terapettico **%.

5.2.2.10.- Oxido nitrico (NO)

El NO es una molécula que tiene una variedad de efectos en funcién de las
concentraciones relativas de NO y las del medio circundante en el que se ha producido el NO. Se
llevan a cabo tanto efectos directos del NO que estdn mediadas por si mismo, y efectos indirectos
del NO que estan mediados por las especies reactivas de nitrégeno producidos por la interacciéon

del NO con anién superdxido o con oxigeno.

Los mecanismos moleculares que median las actividades biolégicas de se puede dividir en
tres categorias. En primer lugar, el NO reacciona facilmente con metales de transicion, tales
como hierro, cobre y zinc. Estos metales son abundantes en grupos prostéticos de las enzimas y

otras proteinas, y por ese mecanismo, el NO regula la actividad de varias enzimas.

En segundo lugar, el NO es capaz de inducir la formacidn de S-nitrosotioles en una
reaccion llamada S-nitrosilacion. Se ha demostrado que la Nitrosilacion modifica la actividad de

varias proteinas que participan en mecanismos de regulacién celulares **.

En tercer lugar, el NO reacciona muy rapidamente con el anién superdxido (O,) y como
resultado la formacién de peroxinitritos (ONOQO).El primer mecanismo representa los efectos
directos de NO y los dos ultimos mecanismos se conocen como efectos indirectos del NO. A bajas
concentraciones de NO (<1uM), los efectos directos predominan, mientras que a mayor

concentraciones (>1pM), los efectos indirectos van a ser mas importantes **>.
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Muchas investigaciones sobre el papel del NO en el fendmeno inflamatorio le otorgan un

efecto protector. Ahora bien, el balance final de su actividad, los diferentes caminos en los que se

encuentra implicado y los efectos que pudiese ejercer, aln no estan completamente dilucidados y

son tema de la controversia .

=

il

Entre los efectos beneficiosos, parecen demostrados los siguientes (Tabla IV):

Es un potente vasodilatador al traducir la seiial desde la célula endotelial a la musculatura
lisa vascular gracias a la difusibilidad del NO y actuar sobre la guanilatociclasa citosdlica
presente en el interior del musculo liso. Esta enzima produce GMPc, el cual media una
sefial de transduccién en el musculo liso, disminuye la concentraciéon de Ca** citosélico
libre y produce vasorrelajacion **.

Inhibe la adhesién y agregacidon plaquetaria mediante el incremento de los niveles

intracelulares de GMPc, evitando asi la trombosis del vaso ***.
. . . .z . . 2+
Hace disminuir la concentracién de calcio intracelular [Ca ];, acumulado durante el

proceso inflamatorio.

Bloquea la adherencia y posible migracién de los monocitos, hecho demostrado “in vitro”.
Inhibe la activacién neutrofilica que conduce a la adhesidn celular al endotelio, asi como
la generacion de RLO; ademds bloquea la liberacion de productos con acciones
vasoconstrictoras, citotoxicas y multiplicadoras de la reaccién inflamatoria (leucotrienos,
citocinas, prostaglandinas, etc.) y parece ejercer un efecto citoprotector directo sobre las

células endoteliales. **°
En relacidn con estos aspectos, cabe destacar que:

Algunos autores le otorgan ademads un efecto directo sobre la adhesién celular. Al
bloquear la produccién de NO, se producird un incremento en la expresién de ICAM-1 en
las células endoteliales y, cuando se induce la produccién de NO, disminuye la expresién
de ICAM-1.

Se ha demostrado como el NO inhibe directamente la NADPH-oxidasa, inhibiendo
entonces la produccién de RLO por parte de los neutrdfilos. *°

Al reaccionar con el anidn superdxido, genera peroxinitritos que son transformados en
nitratos con la liberacion del radical hidroxilo. Esta actuacidn inactiva los efectos directos
del anién superéxido. **’

Modula las hemoproteinas que pueden actuar como receptores de los RLO.

e Actlia como un mensajero intracelular sin requerir transportador de membrana.
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e Esun protector de la mucosa intestinal, favoreciendo la funcién de barrera.

Tabla IV.-Algunas de las acciones biomoleculares del NO

DIANA RESPUESTA

Guanilato ciclasa. Elevacion del GMP_

Plaquetas. Inhibicién de la agregacion y adhesion.
Relajacion.

Células musculares lisas.

Leucocitos. Inhibicién de la NADH-oxidasa y activacion de la prostaglandin-
sintetasa.

Radicales libres. “Barrendero” formando peroxinitritos.

Metaloproteinas. A altas concentraciones, inhibicion diresta de la citocromo C
oxidasa y otros enzimas que las contienen.

Lipidos. Formacion de perodxidos lipidicos, a través de su descomposicion,

para formar productos lipidicos vasoactivos.

La modulacidon de la produccion enddégena de NO, mediante la administracién de su
precursor, la L-arginina, puede conducir a una disminucién del dafio en los tejidos isquémicos que
son reperfundidos. En experiencias consistentes en la administracion de NO exdgeno, se ha
observado una disminucién de la actividad de la enzima neutrofilica mieloperoxidasa (marcador
sensible de la infiltracion neutrofilica), un mantenimiento de los requerimientos locales de
oxigeno (sin ejercer accién alguna sobre la situacién hemodinamica sistémica o local en el
transcurso del proceso inflamatorio, aunque este hecho contradice los hallazgos de algunos
autores que en modelos de I/R intestinal, el NO genera una reducciéon de las resistencias
vasculares periféricas produciendo una marcada hipotensién que incrementa el dafio) y también

se ha comprobado una disminucién de la produccidon de RLO y de citocinas proinflamatorias.

Se ha considerado que esos efectos contrarios podrian deberse a un exceso de produccién

de NO, a su vez secundaria a la estimulacién de la produccién de la iNOS en las células

198

endoteliales y en los macréfagos . La expresion de eNOS esta incrementada durante la I/R renal,

sin embargo, esta reducida su actividad, posiblemente debido a altas concentraciones de NO
generadas por la iNOS que contribuyen a la disfuncion y al dafio provocando vasoconstriccion en
la circulacion renal. Ademas de reducirse la actividad de eNOS se incrementa la produccién de

199

endotelina-1 provocando vasoconstriccion ~°. Recientes estudios demuestran la capacidad del NO

de reducir la produccidn excesiva de endotelina-1 durante la I/R renal ejerciendo sus efectos

protectores 199

. En modelos de I/R renal, se ha comprobado como el NO juega un papel muy
importante en la regulacién del flujo renal, asi como en la excrecién de Na' y H,0, tanto en

condiciones fisioldgicas como durante el fallo renal agudo secundario a I/R. (Figura.25)
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INFLAMACION “
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Figura 25.- Posible mecanismo de accion
del NO en la inflamacion

Hay evidencias en modelos experimentales de trasplante renal que muestran que el NO
tiene un papel clave en el trasplante renal y en fendmeno de rechazo agudo. EI NO puede jugar un
importante papel en la proteccion del érgano contra el dafio vascular y ser una molécula clave en
la reparacion tisular tras el dafio por I/R o por el contrario, puede predominar su accidn citotdxica

% (Figura 26)

Figura 26.- Infiltracién de monocitos.

Macréfago \

Citocinas “-NO NO

Intima

El juicio sobre las distintas acciones del NO en el proceso de I/R, ha evolucionado con los
hallazgos de las distintas investigaciones. Las primeras publicaciones describen sus efectos
eminentemente perjudiciales, segln los resultados inicialmente obtenidos en estudios realizados

sobre cultivos celulares y tejidos.
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El caracter lesivo del NO, parece estar en relacion con la formacion de los peroxinitros
que, al reaccionar con el anién superdxido, condicionan la lipoperoxidacion de las membranas

celulares; demostrado por distintos autores 200

El conocimiento a escala molecular de las fuentes de produccion de NO y sus papeles en
el transcurso de la inflamacién durante el fenémeno de I/R han ido poniendo de manifiesto un
comportamiento distinto en funcidn de la enzima productora, su cantidad y el momento de su
liberacion o administracidn; asi por ejemplo, sobre un modelo de I/R en rifidn de rata, se describe
su produccién mantenida a bajos niveles por la cNOS, y se correlaciona con una importante

| 202202 | 5 elevadisima produccion de NO por la iNOS, estimulada

mejora de la funcién rena
durante el proceso inflamatorio, parece ser altamente lesivo. Por el contrario, la tasa fisiolégica
de produccion a bajas dosis por parte de la cNOS parece jugar un papel predominantemente
protector y modulador de la respuesta inflamatoria; esa produccidn basal es la que justifica su

efecto protector, descrito en trabajos sobre I/R renal en ratas *°2%.

Por otra parte, el desequilibrio entre la expresién y la actividad de eNOS e iNOS es muy
importante en la patofisiologia de la IRA, que se asocia a una disminucién en la actividad de la

eNOS y a un incremento importante en la expresién de iNOS 208,

Algunos investigadores han demostrado que las bajas concentraciones (uM) de NO
generadas directamente por donadores de NO (Molsidomina, trinitrato glicerol, nitroprusiato

sédico y otros) o de la L-arginina, pueden proteger el rifién contra el dafio por I/R 7>1%%2%,

5.3.- Factores de transcripcion

5.3.1.- El factor de transcripcion inducible por hipoxia

Las células no sdélo producen factores nocivos para promover la muerte celular y la
inflamacién durante la hipoxia, sino que también forman factores de proteccién para poder
sobrevivir a los episodios de hipoxia. Aqui el factor de transcripcién inducible por hipoxia-1, (HIF-
1), juega un papel importante **2. Curiosamente, el sistema de HIF-1 no sélo puede activarse en

condiciones de hipoxia, sino también en condiciones inflamatorias.
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El HIF es una proteina ubicua y heterodimérica compuesto por dos subunidades: HIF-1a y
HIF-1b. En una situacion de normoxia, HIF-1a se degrada por hidroxilaciéon y es destruido,
mientras que cuando se encuentra en una situacién de falta de oxigeno como es el caso de la
hipoxia, HIF-1a no se degrada, sino que uniéndose a HIF-1b da lugar a HIF y es cuando realmente
induce la activacién y estimulacidon de diferentes genes. En este momento son mas de 24 los

genes regulados por HIF-1 pero parece que pueden ser muchos mas *°°%%.

Dependiendo del tipo celular en el que se produzca la inflamacidn, el HIF puede actuar
como proinflamatorio o como antiinflamatorio *®®. Basicamente los niveles celulares de HIF-1 son
bajos en condiciones normales, mientras que aumentan progresivamente en condiciones de
hipoxia para aumentar la angiogénesis, eritropoyesis, control vasomotor de los vasos vy altera el
metabolismo celular, asi como los programas de supervivencia con el fin de proteger las células

contra los efectos de la hipoxia **.

5.3.2.- El factor de transcripcién kB (NF-kB)

El NF-xB, es una familia de factores de transcripcion con importantes funciones en
diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos, y en la respuesta celular a la hipoxia, estrés e
isquemia. Ademas el papel de NF-kB en la inflamacién se ha demostrado con estudios genéticos e
inhibidores quimicos, y ha sido punto focal de atencidn en el intento de comprender como las

sefiales extracelulares inducen la expresién especifica de grupos de genes **°.

El NF-xB forma parte de la familia Rel de factores transcripcionales, constituida por cinco
proteinas que contienen dominios homélogos y que forman entre ellas homo o heterodimeros **.
Estas proteinas son: p50 (NF-kB1 y su precursor p105), p52 (NF-kB2 y su precursor p100), p65
(también llamado RelA), c-Rel y RelB; que estan caracterizados por la presencia de un dominio
homodlogo N-terminal, denominado Rel (RHD), responsable tanto de la homo como
heterodimerizacién, asi como de la unién a la secuencia especifica del DNA. RelA, c-Rel, y RelB
también contienen un dominio C-terminal de activacién de la transcripcidn (TAD), sin embargo las
subunidades p52 y p50 no tienen el dominio TAD y la transcripcidn la llevan a cabo por la unién

con otros factores que regulan la transcripcion **°.

La formacion del homodimero o heterodimero es determinante en la actividad

transcripcional, en los promotores de los genes diana. El heterodimero p50/p65 es el mas comun
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y su actividad transcripcional ocurre gracias a la proteina p65. Aunque los homodimeros p50 y
p52 no poseen actividad transcripcional, pueden estimular la transcripcidon cuando se unen a la

proteina nuclear BCL-3 2*,

Los precursores pl05 y p100, procesados por el proteosoma, dan lugar a las formas

activas p50y p52 respectivamente.

5.3.2.1- Proteinas IkBs

En células que no han sido activadas, el NF-kB se encuentra en el citoplasma en forma

inactiva debido a la asociacién con las proteinas inhibitorias (IkBs) **°.

Las proteinas IkBs se caracterizan por tener secuencias repetidas de ankirina que son

esenciales para su interaccion con los dimeros de NF-kB, y comprenden tres grupos funcionales:

+ Las proteinas IkB tipicas IkBa, kBB e IkBe, > que se encuentran en el citoplasma de
células no estimuladas y bajo un estimulo se produce la degradacidn y resintesis.

4 Las proteinas precursoras p100 y pl05 que pueden ser procesadas para formar los
miembros de la familia NF-kB, p52 y p50, respectivamente, o pueden ser degradadas.

+ Y las proteinas atipicas IkBZ, BCL-3 y IkBNS, que generalmente no se expresan en células

no activadas, pero una vez activadas llevan a cabo sus efectos en el ntcleo.

Aunque los IkBs son similares en su estructura, cada uno de ellos tiene preferencia en sus
propias uniones: la clasica (el heterodimero RelA/p50) predominantemente regulados por /xBa
(miembro de la familia IkB mejor estudiado), y por otra parte, /xB-¢, regula preferencialmente la
union RelA/RelA, asi como los dimeros c-Rel/RelA. IxkB-6 es el menos conocido, aunque se ha
demostrado que se une al heterodimero RelA/p50 asociado con sitios kB sobre el DNA, sugiriendo
que podria regular su funcidn nuclear. Las tres IkBs tienen distintas cinéticas en cuanto a la
degradacién por el proteosoma una vez estimuladas. IkB-a, es degradada mads rdapidamente que
IkB-B e IkB-€, en respuesta a estimulos inflamatorios como LPS y TNF-a y es resintetizada de
manera NF-kB dependiente para constituir un circuito de retroalimentacidén negativa en el cual se
sintetiza nuevamente |kB-a, entra en el nlcleo para unirse al heterodimero RelA/p50 y vuelve al
citoplasma de manera rdpida y continua. Por lo tanto, la ausencia de IkB-a deteriora la
terminacion de la actividad de NF-kB seguida de la estimulacién con LPS y TNF-a 2. En cuanto a

IkB-B e IxB-¢ tanto la resintesis como la degradacién se produce con una cinética menor.
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Las proteinas atipicas IkB{, BCL-3 y IkBNS tienen una regulacién y funciones muy

diferentes 2.

5.3.2.2- Proteinas IKKs

La familia de las cinasas de los inhibidores de NF-«kB (IKKs) esta constituida por IKKa, IKKB
e IKKy también llamado [modulador esencial de NF-kB (NEMO)]. Los inductores de NF-kB, a través
de diferentes receptores y proteinas adaptadoras, desencadenan sefiales que convergen en la
activacion del complejo IKK. EI mecanismo por el cual el complejo IKK es activado es muy

complejo y es diferente dependiendo del tipo de estimulo que lo active ***.

Los homodimeros o heterodimeros de IKKa o IKKB fosforilan a las proteinas IkB,
induciendo su ubiquitinacion y degradacién por el proteosoma permitiendo asi la liberacidon de

NF-kB que se transloca a ntcleo 2*°.

Aunque otras cinasas estan involucradas en la fosforilacion de las IkBs, las IKKs se
caracterizan por la rapidez de su activaciéon, la accién simultanea sobre ambos residuos de las

Serinas (Ser) en las IkBs y una preferencia por las Ser en relacidn a las treoninas (Thr).

En la literatura estd bien establecido que el NF-kB es activado por una amplia variedad de
estimulos, que incluyen agentes bioldgicos como lipopolisacdridos, citocinas inflamatorias, ésteres
de forbol y estimulos citotdxicos como agentes de quimioterapia, luz ultravioleta y radiaciones

ionizantes entre otros **.

Dado que existen tantos activadores de NF-kB, es de esperar que este factor de
transcripcién controle diversos genes y se encuentre involucrado en varios procesos bioldgicos y
enfermedades, incluyendo desarrollo embriolédgico, respuesta inmune, respuestas inflamatorias,

proliferacién, cancer, arteriosclerosis entre otras.
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Estimulo inflamatorio CITOPLASMA

Proteinas Inflamatorias |-(—-—- ~ -
i o ~ NUCLEO
L]

Citocinas: Quimioinas: Enzimas: CAMs:
IL-<1B,TNF-a  pMcp-1,IL-8, MIP-la  COX-2,iNOS  ICAM-1,VCAM-1, E-selectina

Figura 27.- En condiciones normales, NFkB (p65-p50) se encuentra atrapado en el citoplasma,
formando un complejo inactivo con la subunidad inhibitoria IkxB. Después de su activacion, IkB es
primero fosforilada y posteriormente ubiquitinizada. El fosfato verde significa fosforilacién que tiene
como resultado una regulacidn negativa de la proteina fosforilada, mientras que el fosfato gris indica
activacion.

5.3.2.3- Vias de sefalizacién

Via cldsica o candnica

La via de seializacion mds importante y mejor estudiada, utilizada por la mayoria de
estimulos es la clasica, la cual se lleva a cabo principalmente por los heterodimeros RelA/p50 y c-
Rel/p50. Esta via se centra en la activacion del complejo trimérico de la IxB cinasa (IKK), complejo
formado como ya hemos dicho de dos subunidades cataliticas (IKK-B, IKK-a) y una subunidad

reguladora NEMO **.

Una vez que el complejo IKK es activado, se fosforila la 1kB-a en la Ser32 y en la Ser36,
llevando a su poliubiquitinacién y su posterior degradacion por el proteosoma 26S, permitiendo
asi, la liberacion de NF-xB (representada principalmente por los heterodimeros p65/p50) que se
transloca al nucleo, donde actia como un factor de transcripcién mediante la unién a secuencias
de DNA conocidas como sitios kB, para llevar a cabo la transcripcion de genes especificos, entre

ellos, genes de aproximadamente 27 citocinas y quimiocinas, moléculas de adhesidn, receptores
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de citocinas, moléculas de histocompatibilidad y otras, incluyendo el de IkB-a como hemos dicho
anteriormente, el cual facilita la terminacidn de la respuesta transcripcional por la unién a los
dimeros de NF-kB en el citoplasma *°.Los genes regulados por NF-kB son los responsables de la
codificacion de proteinas inflamatorios como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, la proteina inflamatoria del
macroéfago 1 alfa (MIP-1a) y de la proteina quimiotactica (MCPs), de las moléculas de adhesién
celular de superficie, tales como E-selectina, VCAM-1,ICAM-1, de las enzimas inducibles
incluyendo COX2 y la iNOS, y de las moléculas de supervivencia, como la molécula inhibidora de la

apoptosis celular 1y 2 (IAPS),y BCL-XL.

Una serie de estimulos se ha demostrado que activan NF-kB a través de la via clasica,
incluyendo citocinas proinflamatorias, productos bacterianos, factores de crecimiento y la hipoxia
1% NF-kB también es activado por la luz ultravioleta, por el estrés oxidativo, dafio endotelial y por

otros mecanismos .

Via alternativa o no candnica

Junto a esta activacion cldsica de NF-kB, hay una via de activacion de NF-xB
independiente de IKK-y (NEMO) importante para el desarrollo de los drganos linfoides
secundarios, la homeostasis y la inmunidad adaptativa. Es inducida por; el factor activador de
célula B perteneciente a la familia del TNF (BAFF), linfotoxina B (LTB), CD40, T-virus linfotrépico
humano y virus de Epstein-Barr (EBV), y en ella participa la cinasa inductora de NF-kB (NIK). NIK
fosforila al homodimero IKKa desencadenando su interaccién con la proteina p100 que esta unida
a RelB. La fosforilacion de p100 es seguida de su procesamiento en el proteosoma a p52 y por la

translocacion del complejo RelB/ p52 al nicleo *%°.

5.3.2.4.- NF-kB e hipoxia

Mientras que varios grupos han descrito previamente, que la hipoxia juega un papel en la
sefializacion de NF-kB no esta claro el mecanismo por el cual una disminucién del oxigeno

disponible, puede inducir la activacidn de este factor de transcripcion.

Trabajos sobre IKKB y la respuesta inflamatoria apoyan la teoria de que la hipoxia tiene el
potencial de modular la respuesta de NF-xB a estimulos inflamatorios a través de Ia
sobreregulacion catalitica de IKKB 2*°. Recientemente, se ha demostrado un mecanismo por el

cual la hipoxia activa NF-xB a través de la activacién de IKKB, que depende de la fosforilacion y
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degradacioén de la IkB-a y la activacion de NF-kB. La expresién y la actividad de IKKB se encuentran
aumentadas por la hipoxia.

Hay un trabajo in vivo en el que se demuestra una relacion cruzada entre NF-kB y el factor

transcripcional inducido por la hipoxia (HIF-1) **°.

En el promotor del gen HIF-1la se han encontrado elementos de respuesta a varias
subunidades de NF-kB (RelA, RelB, c-Rel, p50, p52), indicando que los niveles basales del mRNA

de HIF-1a son directamente modulados por NF-kB *%.

5.3.2.5.- NF-kB y la resolucion de la inflamacién

Como ya hemos dicho la hipoxia activa el sistema de NF-kB en el rifidn de rata y provoca

.z . . 218,219 . . . 219
la produccion de factores inflamatorios . En un estudio in vivo se ha demostrado que
durante la isquemia renal se produjo la activacién de NF-kB y alcanzd su punto maximo después
de 15 minutos de la reperfusion, lo que tuvo como consecuencia la liberacion de los mediadores

de la inflamacidn.

Aunque el NF-kB actua principalmente como iniciador de la inflamacidn, hay estudios que

2 La inhibicién de NF-kB después

sugieren que también puede actuar en la modulacién de esta
del inicio de la agresién inflamatoria, y durante la fase de resoluciéon, podria en ciertas
condiciones prolongar la inflamacién mdas que inhibirla, retrasando en este caso la reparacién del

tejido *%.

La ablacion de IKK demuestra que esta cinasa tiene un papel en la respuesta inflamatoria
pero, sorprendentemente, también es necesaria para la reparacién del tejido, incluso en
condiciones en las cuales la inflamacion es el principal mediador del tejido dafiado, en un modelo

de I/R*%,

Se ha demostrado que la activaciéon de NF-kB en los leucocitos reclutados durante el inicio
de la inflamacién se asocia con la expresién de genes pro-inflamatorios, mientras que la
activacion durante la resolucidon de la inflamaciéon se asocia con la expresién de genes anti-
inflamatorios y la induccidn de apoptosis. La inhibicion de NF-kB en la resolucién de la inflamacién
prolonga la respuesta inflamatoria y previene la apoptosis. Esto sugiere que NF-kB tiene un papel

anti-inflamatorio in vivo participando en la regulacién de la resolucién inflamatoria *%°.
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5.4.- Receptores tipo toll (TLRs)

Los TLRs son una familia de receptores transmembrana expresados en leucocitos y células

epiteliales del rifidn que regulan las respuestas inmunoldgicas innatas y adaptativas.

El receptor TLR2 podria ser un componente de la respuesta proinflamatoria, ya que su
expresion tubular aumenta en la IRA isquémica, y el silenciamiento del gen TLR2 previene la
disfuncidn renal, la infiltracién neutrofilica, la apoptosis tubular, y de la induccién de MCP-1, TNF-,
IL-6 e IL-1B inducida por isquemia. Las células epiteliales del los tubulos renales expresan TLR-2 y
TLR-4, y dicha expresion esta incrementada durante la IRA provocado por isquemia, endotoxemia
y nefrotoxicidad. Los ratones deficientes en TLR-2 y los tratados con un oligonucleétido

22 56 ha observado un

antisentido para TLR-2 estdn protegidos del dafio renal isquémico
incremento significativo de la expresién de TLR-4 en las células epiteliales tubulares e infiltracion
de leucocitos rinones isquémicos. La proteina THP es una glicoproteina con funciones no claras
expresada en el tubulo distal recto del rifidn. Se han utilizado ratones knockout de THP para
estudiar el papel de THP y TLR-4 en el dafio por I/R renal y se ha demostrado que THP protege
protege al rifidn del dafio isquémico por disminucién de la inflamacién y los cambios en la

expresion de TLR-4 2

. Un estudio reciente muestra el efecto de un inhibidor de TLR-3, 7, 8, y 9 en
un modelo de sepsis en ratén y se observa una mejoria en la funcidn renal y disminuye las
citocinas pro y antiinflamatorias en suero como el TNF-a e IL-10. La supresidon genética de TLR-2 y
TLR-4 disminuye el dafio en modelos de I/R experimental. ?** En recientes observaciones clinicas
se ha demostrado que los injertos con supresion en la sefializacidon TLR-4 tienen mejor funcidn y
una menor expresion de las citocinas proinflamatorias después del trasplante comparados con

injertos con una sefializaciéon normal de TLR-4 2.

5.5.- Células inflamatorias

Son varios los tipos de células inflamatorias que se han involucrado en el dafio por I/R
renal. Entre ellos hay que destacar los neutrdfilos, linfocitos, células natural killer, macréfagos y

células dendriticas.

4.5.1.- Neutrdfilos
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La unidn de los neutrdfilos al endotelio vascular es el primer paso en la extravasacién de
estas células al tejido dafado. Después de la adherencia y de la quimiotaxis, la infiltracion

neutrofilica puede liberar RLO que dafian las células tubulares. (Figura 28)
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Se han llevado a cabo numerosos estudios para conocer el papel exacto de los neutréfilos

en IRA y permanece en controversia 226,

La IRA inducida por la isquemia, nefrotoxicidad y
endotoxemia estd asociada con un incremento de la filtracién de neutrdfilos en el rifién **’. Estd
demostrado que los neutrdfilos estan involucrados en el dafio tubular y juegan un importante
papel en la IRA. Mdltiples estudios demuestran la acumulacién de neutréfilos en la IRA isquémica
demostrando un efecto beneficioso de las terapias anti-ICAM-1 y en ratones en los que se les han

disminuido los neutréfilos periféricos en IRA.

La rapida sobreregulacién de CD44 en las células endoteliales de los capilares renales,
median el reclutamiento de neutroéfilos al tejido postisquémico en un modelo de I/R renal en
ratén. Los ratones deficientes en CD44 o la administracion de un anti-CD44 reducen la entrada de
neutrdfilos al tejido postisquémico, asociado a una preservacion de la funcién del rifion 2%, Sin
embargo, en otro estudio, las ratas a las que se les ha disminuido los neutréfilos periféricos no

estaban protegidas de la IRA isquémica.

También los ratones a los que se les ha administrado un anticuerpo monoclonal (RB6-8C5)
que produce una disminucidn en los neutréfilos en sangre periférica, presentan una pequefia

disminucién en la creatinina en plasma durante la IRA isquémica pero no se observa una
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reduccién en la NTA a pesar de la ausencia de infiltracion neutrofilica en el rifién. Ademas, la

actividad de la caspasa-1y de IL-18 estaba significativamente incrementada.

Un estudio reciente investiga el papel de la catepsina G liberada por los neutrdfilos
activados utilizando ratones knockout de catepsina G en dafio por I/R renal, y demuestra que la

229

ausencia de catepsina G, disminuye en un 70% la apoptosis tubular “°. Por lo tanto, hay estudios

que demuestran tanto papeles perjudiciales como beneficiosos de los neutréfilos en la IRA.

5.5.2.- Linfocitos

Se ha demostrado que los linfocitos son importantes moduladores en la respuesta
inflamatoria tanto innata como adaptativa en modelos de IRA. En un estudio, los ratones
deficientes en células T CD4 y en células T CD8 estaban protegidos de la IRA isquémica. Los
linfocitos T helper (células T CD4) se subdividen en TH1 (IL-2, IFN-y) y TH2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13)
dependiendo del patrén de citocinas que secretan. Un estudio sobre linfocitos T helper en dafio
renal agudo inducido por I/R demuestra que TH1 es patogénico y TH2 puede ser protector. Los

ratones deficientes solo en linfocitos B estan también protegidos contra la IRA isquémica.

Se ha investigado en ratones deficientes, en CD3, CD4 y CDS8, los efectos de los células T
sobre la permeabilidad vascular renal en IRA por I/R, demostrando que se incrementa

probablemente por la via de las células T en la produccién de las citocinas (TNF-a, IFN-y) **°.

Recientes estudios, han demostrado que las células T reguladoras (Tregs) son potentes
inmunosupresoras y con propiedades antiinflamatorias. Las Tregs son identificadas por la
expresion de CD4 y CD25 sobre la superficie celular y la sobreregulacién de FoxP3, un Unico
marcador para las células Tregs que es esencial para su funcion y desarrollo. Las Tregs median la
IRA isquémica a través de la IL-10 mediante la supresién del sistema inmune innato. La ausencia
parcial de las Tregs con un anti-CD25 empeora la IRA isquémica resultando en una mayor
infiltracidon neutrofilica y macrofagica en el rifién y un incremento de la transcripcién de citocinas

innatas en el rifion >

5.5.3.- Células natural killer (NK)

Las células NK son un tipo de linfocitos del sistema inmune innato a través de su
capacidad de secretar citocinas. Las NK son Unicas es su expresion constitutiva de receptores para
citocinas y quimiocinas. La mayoria de los receptores expresados por las células NK en ratén son

las mismas que en humanos incluyendo NK1.1. Una vez que las células NK llegan al tejido dafiado
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activan y liberan citocinas como IL-8, por lo que juega un importante papel en numerosos

procesos de dafio.

Un estudio ha investigado el papel de las NK en la muerte de las células epiteliales
tubulares renales in vitro e in vivo en ratdn. El estudio demuestra por primera vez como las NK
pueden destruir e inducir apoptosis directamente de las células epiteliales tubulares vy
contribuyen con el dafio por I/R renal. En ausencia de las NK en ratones wild-type, estos eran

protegidos de la IRA **%.

Las células NKT son otro subtipo de linfocitos interesante y tienen caracteristicas de las Ty
de las NK; tienen funciones reguladoras por liberacién de citocinas y de INF-y. La activacién de las
células NKT estd involucrada en la produccidon de neutréfilos e INF-y en IRA en ratén. Se ha
demostrado que la anestesia con isoflurano protege contra la IRA isquémica ya que reduce la
inflamacién y la modulacién neutrofilica y macrofagica renal, y la afluencia de las células NKT al

rifidn del ratén 2%,

5.5.4.- Macréfagos

La infiltracion macrofagica en el rifidn ha sido descrita en varios tipos de dafio renal como
glomérulonefritis, nefropatia diabética, ablacién renal y obstruccién ureteral unilateral. En varios
modelos de glomérulonefritis, la produccién de citocinas y quimiocinas proinflamatorias por los
macroéfagos, como por ejemplo, iNOS, TNF-a, IL-13, MCP-1, MIF, y NF-kB, se cree que juegan un

importante papel en la patogénesis del dafio.

La inflamacion mediada por los macréfagos en el intersticio de la franja exterior de la
médula externa ha sido decrito en el curso de la IRA isquémica en la rata, y en el ratén *****. La
ausencia de los macrdfagos en el rifidn inducida, utilizando clodronato encapsulado en liposomas

o técnicas genéticas da como resultado la proteccién frente a la IRA isquémica ****%.

Un anticuerpo anti-B7-1 bloquea la adherencia celular mononuclear en vasos rectos en
ratas y atenua la IRA isquémica tanto funcional como histolégicamente. Asimismo en ratones
knockout en osteopontina se disminuye la infiltracion macrofagica postisquémica y la fibrosis
intersticial. Los mecanismos de proteccidn contra la IRA isquémico por la ausencia de macréfagos
todavia no se conocen. Se ha estudiado la IL-18 liberada por los macréfagos en el desarrollo de la

IRA en ratones, y se ha demostrado que no estd involurada en el desarrollo de la IRA 2.
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5.5.5.- Células dendriticas (CD)

La principal funcién de las CD es la induccién de la respuesta inmune adaptativa. Los
precursores de las CD son derivados de la médula espinal y entran en el rifidn desde la sangre. La
inflamacién local o el tejido dafiado inducen la maduracidon de las CDs, lo cual tiene como
resultado la pérdida de actividad fagocitica, expresion de moléculas coestimuladoras e interaccidn

con células T %°.

Las CDs estan presentes de forma abundante en el intersticio de rifiones de ratén normal,
esas CDs expresan el marcador CD11c, y también expresan el MHC. Las CDs forman una cadena
contigua a través de todo el rifidn, y juegan un importante papel en la IRA isquémica. Después de
la I/R renal, las CDs residentes liberan TNF-a, IL-6, MCP-1 y RANTES y la ausencia de CDs antes del

dafio isquémico reduce significativamente los niveles de TNF-a en el rifion .

Hay interacciones entre las CDs y las NK que son importantes en la respuesta inflamatoria.
La activacion de las NK induce la maduracién de las CDs. Las CDs inmaduras son vulnerables a las
citolisis autdlogas mediadas por las NK, mientras que las CDs maduras estdn protegidas. La
activacion de las CDs mediada por las NK es dependiente de la activacion de TNF-a e INF-y. In
vitro, la produccion de IL-12, 1I-18, IL-15 e INF-y por CDs activados aumenta la produccién de NK,

de INF-y, proliferacién y citotoxicidad **°.

5.6.- Activacion de la Inflamacion

La inflamacidn es una compleja serie de reacciones homeostdaticas que involucra a los
mecanismos inmunoldgicos humorales y celulares para proteger al organismo. Si esta reaccién

resulta exagerada o crénica, no cumple su funcidn, y ocurren cambios patoldgicos.

La inflamacion se caracteriza por una reaccion vascular a un estimulo localizado

(reconocimiento antigénico), produciéndose cambios del flujo y del calibre vascular. Inicialmente
se va a producir una vasoconstriccidn transitoria de las arteriolas seguida de una vasodilatacion
que hace incrementar el flujo vascular (hecho fundamental de los cambios hemodinamicos

precoces en la inflamacién aguda). Esto se sigue de una reaccion celular, la disminucién en la

velocidad de la circulacién determina que los leucocitos, principalmente neutrdfilos, se desplacen
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hacia el endotelio vascular, inicidandose una reaccién tisular en la que los leucocitos liberan
mediadores inflamatorios, provocando los efectos deseados (eliminacion del antigeno) o los
efectos no deseados (destruccidn tisular). Estos leucocitos se adhieren al endotelio, inicialmente
de forma transitoria y luego mas fuertemente, migrando a través de la pared vascular hacia el
espacio intersticial >*’. Ademas se van a producir cambios en la permeabilidad vascular que se

manifestan clinicamente como edema **. (Figura 29)

RESPUESTA VASCULAR
- Hiperemia
- Exudacién proteica (incremento de permeabilidad)
- Marginacién leucocitaria periférica

RESPUESTA LEUCOCITARIA INICIAL ( PMN — Neutrofilos)
- Adherencia al endotelio
- Diapédesis — Ingreso en el tejido
- Migracion— Quimiotaxis

RESPUESTA LEUCOCITARIA TARDIA (Macréfagos) Figura 29.- Respuestas ante la inflamacién
- Presentacion del antigeno

- Liberacién de citocinas

" * Citotoxicidad

- Produccion de RLO y NO

Peroxidacién lipidica
(quimiotractante)

Las células que van a participar en el proceso inflamatorio son principalmente leucocitos
(neutrdfilos y monocitos) y el endotelio. *> Los leucocitos van a englobar y degradar las bacterias,
inmunocomplejos y restos celulares necrdticos contribuyendo sus enzimas lisosdmicas en la
respuesta defensiva. Sin embargo debemos tener en cuenta que los leucocitos a su vez, pueden
prolongar la inflamacién y aumentar el dano tisular por la liberacion de mediadores quimicos,

enzimas y RLO*%. (Figura 30)
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5.6.2.- Interaccién Leucocito-Endotelio

La interaccion leucocito-endotelio juega un importante papel en la patogénesis de la
inflamacién.Se ha demostrado una masiva infiltracién de leucocitos en el tejido postisquémico

paralela a la lesién en el mismo 2.

El fendmeno inflamatorio se desencadena por diferentes estimulos que inducen la
liberacion de mediadores proinflamatorios enddgenos, que a su vez inducen la activacién
endotelial. El endotelio activado expresa de novo o incrementa la expresién de diferentes
moléculas de adhesién, que incluyen la E y P-selectinas, VCAM-1 e ICAM-1. Ademas, las células
endoteliales activadas liberan factores quimiotacticos con efectos sobre la sintesis de factores
procoagulantes y una mayor susceptibilidad a la apoptosis. Los factores endégenos que inducen
activacion endotelial son sintetizados principalmente por los macréfagos como el TNF-a, la IL-1B vy
el IFN-y. El TNF-a es el principal estimulo que induce la expresién de las CAMs en el endotelio
activado. Una vez que el endotelio es activado, la extravasacién de los leucocitos transita por los 4
pasos conocidos de: rodamiento, activacién, adhesidn y migracidn transendotelial. Es importante
mencionar que otro elemento clave en el fendmeno inflamatorio es el estimulo quimiotactico,
responsable de la atraccién de los leucocitos al foco inflamatorio. Diferentes factores solubles son
capaces de inducir quimiotaxis, incluyendo el factor de activacion plaquetario (PAF), algunos
leucotrienos, las prostaglandinas y el fragmento del complemento C5a. Sin embargo, el principal
estimulo de extravasacion leucocitaria son las quimocinas, sintetizados por una amplia variedad

de tipos celulares, como las células endoteliales, las plaquetas y los leucocitos.

Los principales efectos de las quimocinas sobre los leucocitos son la quimioatraccién, la
induccion de activacién celular, la regulacion de la actividad de integrina leucocitaria y aquellos
fendmenos como consecuencia de las vias de activacion a través de las proteinas G, que incluye el

AMPc y fosfolipasas con activacién de la PKC y un incremento del Ca** libre intracelular.
La secuencia de este proceso va a ser la siguiente: (Figura 31)

Marginacion y Rodamiento: Es la primera interaccién entre leucocitos y las células
endoteliales. Los leucocitos, debido a las alteraciones del flujo laminar, disminuyen sensiblemente
su velocidad y quedan marginados en la periferia rodando sobre el endotelio vascular y siendo
expuestos a los mediadores de la inflamacion liberados por el endotelio activado. Esta fase es
rapidamente inducida y varios estudios han sugerido el papel de los receptores de selectinas en el

rodamiento de los leucocitos >*°.
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Activacion y quimiotaxis: Los leucocitos, debido a la disminucién de su velocidad,
marginacién y rodamiento, estan expuestos a los mediadores de la inflamacidon de forma mas
intensa y esto provocara la expresidn/activacion de las moléculas de adhesién celular (CAM)
presentes tanto en ellos mismos como en el endotelio vascular. La expresiéon de estas CAM es

inducida, aumentada o alterada por los agentes inflamatorios y mediadores quimicos.

Adherencia: Los leucocitos se adhieren al endotelio vascular debido a la activacién de una
serie de moléculas de adhesion presentes en el leucocito y el endotelio vascular. La expresion de
estas moléculas es inducida, aumentada o alterada por los agentes inflamatorios y mediadores

quimicos **°.

Migracion: Los leucocitos se desplazan por la superficie endotelial y finalmente atraviesan
la membrana basal pasando al espacio extravascular inflamado. Una vez fuera, responden a
estimulos quimiotacticos siendo los mas significativos para los neutroéfilos: productos bacterianos,
componentes del sistema del complemento principalmente C5a y productos de la via de la

lipooxigenasa del metabolismo del acido araquiddnico, especialmente el leucotrieno B.
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Figura 31.- Proceso secuencial y moléculas de adhesion implicadas en las interacciones

leucocito-endotelio. En la parte superior de la figura estan representadas las moléculas

dependientes del leucocito y en la parte inferior las moléculas que se encuentran en la
célula endotelial.
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Las interacciones entre leucocitos y endotelio son cruciales en el mecanismo de lesién en
la I/R y su conocimiento serd determinante para el tratamiento del fenédmeno inflamatorio en

general y de la lesién por reperfusion en particular **°.

Este proceso implica multiples moléculas de adhesion celular, que se expresan tanto en la
superficie de los leucocitos como en la de las células endoteliales, y que son las responsables de la

interaccion leucocito-endotelio. (Figura 32)

Tethering Rolling Activation Arrest
i oS [<3
Glycoprotein @By afSy 7TMR ayg B2 apmBa imeg:in int:s:in

or glycolipid PSGL-1 L-selectin integrin integrin integrin integrin (activated} tactivgated)

I Chemoattractants
= Chemokines,

CsSa, PAF, LTB4,
formy! peptides

D000000000L)

FIRIRINNE 33RR! 30300

.......... PSS PESEOE SS84BASEESARISA854 P SSE8EE588585885584 S8558 P SEE8558 SE8554
E-selectin P-selectin PNAd MAdJCAM-1 VCAM-1 ICAM-2 ICAM-1 MAdJCAM-1 VCAM-1

Figura 32.- CAMs implicadas en la Interaccion leucocito-endotelio. a1

5.6.2.- Moléculas de adhesion celular (CAMs)

El proceso por el cual las células de un organismo multicelular se reconocen entre si y se
adhieren especificamente estd basado en la presencia de moléculas especificas, denominadas
CAMs, las cuales forman parte de un conjunto muy complejo cuyas funciones van mas alla del
simple reconocimiento y adherencia celular y que poseen enorme importancia en multiples

procesos bioldgicos tanto normales como patolégicos 2*2.
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Las CAMs son glicoproteinas que se expresan tanto en la superficie de los leucocitos como
en la de las células endoteliales, aunque también se encuentran en la matriz tisular, y mediante
las cuales se efectian las interacciones especificas célula-célula y célula-matriz. Estas
glicoproteinas tienen en un extremo un grupo carboxilo, el llamado carboxi-terminal, que se
encuentra fijo en el citoplasma y en el cito-esqueleto. Inmediatamente después del carboxi-
terminal se encuentra la region transmembrana, que atraviesa la membrana celular. El resto de la
glicoproteina se ubica extracelularmente y termina en un grupo amino, el amino-terminal que da

la especificidad a la molécula para unirse a otras CAMs.

Todas las funciones bioldgicas parecen estar influenciadas por estas interacciones, por lo
tanto las CAMs regulan muchos procesos bioldgicos tales como la activacién, migracion,
crecimiento, diferenciacion y muerte celular mediante la transduccidn directa de sefales y la
modulacién de otras cascadas de sefalizacién intracelular desencadenadas por diferentes

factores de crecimiento.

En el momento de la respuesta inflamatoria durante la reperfusidn, tanto el endotelio
isquémico como los leucocitos, expresan en la superficie de sus membranas celulares las CAMs,
las cuales inducen infiltraciéon neutrofilica y lesién tisular. La comprension de los mecanismos en
los cuales se basa la adhesidn de los leucocitos al endotelio aportara las bases necesarias para el
tratamiento antiadhesivo del proceso inflamatorio. A pesar de que la mayoria de los estudios se
han desarrollado en modelos de experimentacidon animal, han aportado las primeras evidencias

significativas de la adhesién como un paso esencial en la progresién de la lesidn postisquémica 2*.

Las CAMs se han clasificado estructuralmente en cinco familias (Cadherinas,
Inmunoglobulinas, Integrinas, Selectinas y Proteoglicano). De ellas, las relacionadas con el
fendmeno de la inflamacidn son: selectinas, B2-integrinas e inmunoglobulinas de las cuales a

continuacidén exponemos sus componentes y caracteristicas.

5.6.2.1.- Familia de las selectinas

Son las moléculas de adhesion celular que vehiculizan el contacto inicial en las
interacciones leucocito-endotelio. Son glucoproteinas transmembrana de tipo | que comparten un
dominio aminoterminal tipo lectina, por donde se unen a hidratos de carbono especificos
presentes en sus ligandos, de forma dependiente de Ca*™. Las selectinas reconocen oligosacaridos

sialilados o sulfatados relacionados con los antigenos Lewis® o Lewis™ que pueden formar parte de
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la porcion glucidica de diversas glucoproteinas. Son proteinas relacionadas con las mucinas y un

elevado porcentaje de su peso molecular corresponde a su parte glucidica.

Las interacciones mediadas por esta familia de moléculas de adhesién celular son de una
gran complejidad y redundancia, siendo las responsables del inicio de las interacciones leucocito-

endotelio en la respuesta inflamatoria. Hasta el momento se conocen tres selectinas 2** (Tabla V):

-+ Molécula de adhesion leucocitaria (L-selectina).
Molécula de adhesion endotelial leucocitaria (E-selectina).

-
4+ Activador plaquetario dependiente del grdnulo de membrana (P-selectina).

La L-selectina se expresa en la mayoria de los leucocitos, mientras que las E y las P-
selectinas se expresan en células endoteliales activadas por estimulos proinflamatorios, y en el

caso de la P-selectina también es expresada por plaquetas activadas ***.

Tabla V.- Familia de las selectinas

CAMs SINONIMOS CELULA LIGANDO CELULA FUNCION
EXPRESA EXPRESA LIGANDO
L-selectina* Linfocito CD34, MAdCAM-1, Endotelial Rodamiento
E-Selectina, P-Selectina,
PSGL-1
E-selectina** Endotelial PSGL-1, L-Selectina, Neutréfilo Rodamiento
ESL-1 Monocito
P-selectina*** Plaguetas PSGL-1, L-Selectina, Plaqueta Rodamiento
Endotelial CD24 Neutréfilo
Monocito

* Disminuida por citocinas; ** Inducida por citocinas; *** Liberada por citocinas

5.6.2.2.-Familia de las integrinas

Son glucoproteinas que constituyen una familia de 24 receptores heterodiméricos,
compuesto cada uno de ellos por una subunidad a y otra B. Son moléculas que regulan
dindmicamente sus propiedades adhesivas mediante cambios conformacionales, asi como por

redistribucién espacial en la superficie celular.
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Las integrinas se expresan constitutivamente en los leucocitos y las observaciones
recientes muestran la existencia de tres estados conformacionales (plegado con baja afinidad,

extendido con afinidad intermedia y extendida con alta afinidad) 2*>.

Las integrinas son moléculas fundamentales en la migracién celular que controlan las
interacciones intercelulares y célula-matriz extracelular durante la recirculacién y la inflamacion.
Una de sus caracteristicas mas importantes es la regulacion de su actividad adherente,
independientemente de su grado de expresidn en la membrana. Asi, los leucocitos circulantes en
sangre mantienen sus integrinas en conformacidn inactiva para evitar contactos inespecificos con
paredes vasculares no inflamadas, pero cuando encuentran un foco inflamatorio, se produce una

rapida activacion in situ de sus integrinas.

Como en el caso de las selectinas, la distribucién espacial de las integrinas y sus ligandos
en estructuras de membrana especializadas es esencial para su funcionamiento adecuado. Esta
organizacién requiere una precisa regulacién del citoesqueleto para permitir el reclutamiento de

intermediarios de sefializacidn y segundos mensajeros que desencadenen la activacion celular. 2.

Nos centraremos, a continuacidn, en las mas importantes relacionadas con el fenédmeno

inflamatorio. (Tabla VI):

alLP2-integrina [Antigeno relacionado con la funcién linfocitica-1 (LFA-1), CD11a/CD18].
aMp,-integrina [Integrina especifica de linaje mieloide (Mac-1), CD11b/CD18].
aXp2-integrina (p150.95, CD11c/CD18).

a4fB1-integrina [Antigeno de activacion muy tardia-4 (VLA-4), CD49d/CD29].

0a4fB7-integrina.

- - £ & & &

aDP2-integrina (CD11d/CD18).

Las integrinas mas relevantes para la adhesidn leucocitaria al endotelio son miembros de
la subfamilia B2, particularmente LFA-1 y la integrina especifica de linaje mieloide Mac-1, asi
como las integrinas a4 (VLA-4 y a4B7). La mayoria de sus ligandos son proteinas transmembrana
qgue pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas. LFA-1 puede unirse a cinco moléculas

de adhesion intercelular (ICAM-1 a ICAM-5), aunque las mas relevantes son ICAM-1 e ICAM-3.

Péagina | 104



Sindrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la
Isquemia/Reperfusion y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina-1.

ICAM-1 se expresa en leucocitos, células dendriticas y células epiteliales. Ademas, su
expresion es baja en células endoteliales quiescentes y aumenta con estimulos proinflamatorios.

ICAM-3 se expresa constitutivamente en todos los leucocitos.

Un ligando adicional de LFA-1, es la molécula de adhesién de uniones intercelulares JAM-
A, que se concentra selectivamente en la regién apical de las uniones estrechas endoteliales y se
redistribuye parcialmente a la cara apical del endotelio con ciertos estimulos proinflamatorios.
Por otra parte, Mac-1 interacciona con ICAM-1, JAM-C y el receptor RAGE 247,
La integrina VLA-4 interacciona con VCAM-1, que es una molécula de adhesion que se

expresa de novo tras la activacién endotelial y también se une a JAM-B.

Tabla VI.- Familia de las integrinas

CAMs SINONIMOS CELULA LIGANDO CELULA FUNCION
EXPRESA EXPRESA LIGANDO
alB2* LFA-1 Leucocito ICAM-1, Endotelial Adhesion
CD11a/CD18 ICAM-2, Rodamiento lento
ICAM-3,
JAM-A
aMp2** Mac-1 Monocito ICAM-1, Endotelial Adhesién
CD11b/CD18 Neutrdfilo ICAM-2,
CR3 iC3b,
Heparina,
Fibrindgeno,
JAM-C,
Vitronectina
aXp2***  p150.95 Monocito Fibrinégeno Endotelial Activacion
CD11cCD18 Neutrdfilo iC3b
JAM-C
a4pl*** VLA-4 Monocito VCAM-1, Endotelial Adhesién
CD49d/CD29 Linfocitos Fibronectina
Neutrdfilo
adp7** Linfocitos MAdCAM-1 Endotelial Adhesion
aDB2 CD11d/CD18 Monocito ICAM-3, Endotelial Adhesién
Fibrinégeno,

Vitronectina
* Inducible por citocinas; ** Constitutiva, *** Liberada por citocinas

5.6.2.3.- Superfamilia de las inmunoglobulinas

Los miembros de esta familia se caracterizan por contener los Ilamados dominios

inmunoglobulinicos, que consisten en dos ldminas peptidicas en estructura B-plegada y en
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disposicion antiparalela estabilizadas por puentes disulfuro. Estas caracteristicas estructurales son
compartidas por moléculas que participan en el reconocimiento antigénico y en la activacion
linfocitaria como los anticuerpos, el receptor T, los antigenos de clases | y Il del sistema mayor de
histocompatibilidad y sus contrarreceptores CD8 y CD4. En general, las moléculas de esta familia
se hallan presentes en células presentadoras de antigenos y tienen un papel crucial como
moléculas accesorias en el reconocimiento antigénico y la activacién linfocitaria. Los principales
ligandos de las integrinas implicados en la adhesién de los leucocitos pertenecen a la superfamilia

de las inmunoglobulinas.

Entre sus componentes, teniendo en cuenta su importancia en el fendmeno inflamatorio,

destacamos las siguientes **® (Tabla VII):

Molécula de adhesidn intracelular-1 (ICAM-1, CD54).

Molécula de adhesidn intracelular-2 (ICAM-2).

Molécula de adhesidn celular vascular-1 (VCAM-1, INCAM-110).
Molécula de adhesidn celular plaquetaria-endotelial-1 (PECAM-1, CD31).
MAdCAM-1.

CD99.

Molécula de adhesidn celular endotelial (ESAM).
Molécula de adhesion de uniones intercelulares (JAM-A).

Molécula de adhesion de uniones intercelulares JAM-B.

= £ & F & £ & & &

Molécula de adhesién de uniones intercelulares JAM-C.

ICAM-1 e ICAM-2 se expresan constitutivamente pero ICAM-1 aumenta con estimulos

proinflamatorios.

PECAM-1, es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas formado por 6
dominios Ig que estd expresada en los bordes intercelulares de células endoteliales asi como en

las plaquetas, neutréfilos, monocitos, y algunas células T .

Las JAMs pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas contituidas por dos

dominios Ig extracelulares 2*2.

La CD99 es una molécula expresada tanto en neutréfilos como otros leucocitos y en las

uniones interendoteliales y participan en la transmigracién leucocitaria **°.
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Tabla VIl.- Superfamilia de las inmunoglobulinas

CAMs SINONIMOS CELULA LIGANDO CELULA FUNCION
EXPRESA EXPRESA LIGANDO
ICAM-1* CD54 Endotelial, Monocito,  alLB2 Leucocitos, Adhesién,
Linfocito Ty B, aMpB2 Monocitos, Transmigracién
Dendritica Endotelio
ICAM-2** CD102 Endotelial, Monocito, = alLB2 Leucocitos, Endotelio ~ Adhesion,
Dendritica aMpB2 Transmigracién
VCAM-1* CD106 Endotelial 04B1 Linfocitos, Monocitos  Adhesion,
adp7 Transmigracion
PECAM-1* CD31 Endotelio, Monocitos, =~ PECAM-1 Endotelio, Plaquetas Adhesidn,
Linfocitos Transmigracion
MAdCAM-1* Endotelio 04p7, Endotelio Adhesién,
L-selectina Transmigracion
CD99 Leucocito, Neutrofilo CD99 Endotelio Transmigracion
ESAM Endotelio ESAM Transmigracion
JAM-A Uniones JAM-A, Leucocitos Adhesion,
intercelulares, LFA-1 Transmigracion
Endotelio, Epitelio,
Plaquetas,
Neutrdfilos,
Monocitos, Linfocitos
JAM-B Uniones endoteliales VLA-4, Leucocitos
JAM-B,
JAM-C
JAM-C Endotelio, Plaquets, JAM-B, Leucocitos Adhesion,
Células dendriticas JAM-C, Transmigracion
Mac-1

* Inducible por citocinas; ** Constitutiva

5.6.3.- Etapas de la interaccion Leucocito-Endotelio.

5.6.3.1.- Marginacidén y rodamiento.

Los leucocitos circulantes en el torrente sanguineo deben establecer contacto con la
pared vascular y adherirse a ella para iniciar la respuesta inflamatoria. Los leucocitos, debido a las
alteraciones del flujo laminar, disminuyen sensiblemente su velocidad y quedan marginados en la
periferia rodando sobre el endotelio vascular, siendo asi expuestos a los mediadores de la
inflamacién liberados por el endotelio. El contacto y el rodamiento de los leucocitos sobre el

endotelio activado son los primeros pasos del proceso secuencial de extravasacion, seguidos de la
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adhesiéon firme y la migracion transendotelial. Estos contactos iniciales estan mediados

esencialmente por selectinas y sus ligandos, y requieren que haya flujo para ser eficientes 2*°.

Aunque las selectinas y sus ligandos tienden a interaccionar con afinidad variable, la
elevada frecuencia de asociacidn-disociacién de sus interacciones les permite mediar contactos
labiles y transitorios entre leucocitos y endotelio. Estos contactos producen la disminucidon de
velocidad de los leucocitos y permiten su rodamiento sobre la superficie endotelial, favorecen las
interacciones posteriores mediadas por integrinas y sus ligandos aumentando la adherencia de los

leucocitos, lo que finalmente los detiene en la pared vascular **°.

Las selectinas (P, E y L) son glucoproteinas transmembrana de tipo | que se unen a
hidratos de carbono presentes en sus ligandos, de forma dependiente de Ca*. La L-selectina se
expresa en la mayoria de los leucocitos, mientras que las E y las P- selectinas se expresan en
células endoteliales activadas por estimulos proinflamatorios, y en el caso de la P-selectina

también es expresada por plaquetas activadas.

Aparte de la interaccion de la L-selectina leucocitaria con las E y las P-selectinas
endoteliales, la proteina PSGL1 tiene un papel dominante como ligando de las tres selectinas. De
hecho, la unién de PSGL1 a las E y P selectinas promueve la interaccion de los leucocitos con el
endotelio, mientras que la unién de PSGL1 a la L-selectina permite la interaccion entre leucocitos,
por la cual los leucocitos adheridos facilitan la captura de otros leucocitos circulantes en zonas de
endotelio inflamado, independientemente de que éstos expresen ligandos para las selectinas
endoteliales, proceso denominado reclutamiento secundario. Aparte de PSGL1, las selectinas
también pueden unirse a otras glucoproteinas, como CD44 o ESL1 (Ligando de la E-selectinal) en
el caso de la E-selectina. Cada ligando parece desempefiar un papel diferencial durante el proceso
de captura de neutrodfilos. Asi, PSGL1 es el principal ligando implicado en la captura inicial de los
leucocitos, mientras que ESL1 es necesario para convertir las uniones transitorias iniciales en un
rodamiento mds lento y estable. Por ultimo, CD44 controla la velocidad de rodamiento e
interviene en la polarizacion de PSGL1 y L-selectina, probablemente para permitir el
reclutamiento secundario. Las plaquetas también pueden actuar como reclutadores secundarios
de leucocitos debido a su capacidad de interaccionar con ellos y con el endotelio
simultdaneamente. Ademads, son capaces de secretar quimiocinas que se inmovilizan en la

superficie luminal endotelial favoreciendo el proceso de adhesién **.

Aparte de las selectinas y sus ligandos, las integrinas a4fl y a4fB7, a través de su

interaccion con VCAM-1 y MAdCAM-1 respectivamente, pueden mediar de manera
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independiente estos contactos iniciales. Por otra parte, la interaccidon LFA-1/ICAM-1 coopera con
la funciéon de la L-selectina estabilizando la fase de contacto transitorio y disminuyendo la

velocidad de rodamiento.

La localizacion de los receptores de adhesion es necesaria para su correcto
funcionamiento durante el trafico leucocitario. Por ello, las selectinas, sus ligandos y las integrinas
a4 se encuentran agrupadas en los extremos de los microvilli de los leucocitos. Por otra parte, el
anclaje de las selectinas al citoesqueleto de actina mediante proteinas como alpha-actinina o ERM

(ezrin/radixin/moesin) es necesario para su adecuado funcionamiento **.

Se ha demostrado que las selectinas activan multiples rutas de sefializacion, que conectan
con procesos como la reorganizacién del citoesqueleto de actina, tales como la cascada de MAPK,

p56lck, Ras o Rac2 .

Por otra parte, PSGL-1 activa también diferentes rutas de sefalizacién intracelular que
tienen un efecto inductor de la activacion de los leucocitos aumentando la expresidon de
diferentes moléculas que estan implicadas en los pasos siguientes del proceso de extravasacion y
en funciones efectoras, asi como un papel inesperado en la induccién de funciones tolerogénicas

en células dendriticas >3,

5.6.2.2.- Activacion y quimiotaxis

Modulacidn de la actividad de las integrinas mediada por quimiocinas

Durante el establecimiento de los contactos iniciales con el endotelio vascular, los
leucocitos disminuyen su velocidad de rodamiento y se activan al encontrar quimiocinas

inmovilizadas y ligandos de integrinas expuestos en la superficie apical endotelial.

Este paso de activacion permite la parada y la adhesion firme de los leucocitos al
endotelio en condiciones de flujo fisioldgico. La activacion del leucocito implica un marcado
cambio morfoldgico: la célula redondeada circulante se transforma en una célula promigratoria
con morfologia polarizada, en la cual se distinguen al menos dos regiones, el frente de avance y el
uréopodo. La polarizaciéon del leucocito permite a la célula la coordinacién de las fuerzas

intracelulares para producir la locomocién celular necesaria durante el proceso de extravasacion.

Las quimiocinas secretadas en un entorno inflamado pueden pasar a través del endotelio

y aparecer en la superficie de las células endoteliales asociadas con proteoglicanos provocando el
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rodamiento de los leucocitos **.

Las quimiocinas unidas a los glucosaminoglucanos de la
membrana apical endotelial, actuan sefializando a través de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) localizados en los microvilli del leucocito, induciendo una gran variedad de sefiales, del
interior al exterior, en fracciones de segundo, que conducen a multiples cambios
conformacionales en las integrinas **, y la adhesién firme de los leucocitos asi como cambios
conformacionales y la formacion de seudépodos Estos cambios de forma estan asociados con la
conversidn de G-actina a F-actina permitiendo a la célula para entrar en el proceso de adherencia
y mas tarde de transmigracion. La complejidad y el corto margen de tiempo de los mecanismos de
sefalizaciéon inducidos por las quimiocinas que controlan la activacion de integrinas son
compatibles con la existencia de redes proteinicas compartimentadas y preformadas en los
leucocitos. La presencia de quimiocinas especificas en diferentes lechos vasculares contribuye a
orquestar el reclutamiento selectivo de las diferentes subpoblaciones leucocitarias a los focos

inflamatorios o a los drganos linfoides secundarios. Ademas, las quimiocinas pueden producir un

efecto diferencial en integrinas especificas dentro del mismo microambiente *°.

Modulacidn de la afinidad de las integrinas mediada por sus ligandos

Tras la activacién de los leucocitos, inducida por la uniéon de las quimiocinas a sus
receptores y la seializacidn del interior al exterior, se lleva a cabo la activacién de las integrinas
de los leucocitos [la integrina betal y las integrinas beta2 LFA-1 (alLPB2) y Mac-l (aMB2)], la
conformacion de las integrinas cambia de manera reversible de inactiva (plegada) a extendida con
afinidad intermedia. Este evento prepara a la integrina para unirse a su ligando endotelial, que
culmina con la activacién total de la integrina y la firme adhesién del leucocito. Por lo tanto, el
estado conformacional de alta afinidad para la parada inmediata del leucocito en el endotelio
requiere de las quimiocinas inmovilizadas y los ligandos de integrinas, una induccién

bidireccional®®.

Sin embargo, las integrinas-a4, que contienen un dominio /-like en sus cadenas B, pueden
interaccionar espontdneamente con sus ligandos endoteliales sin estimulacidn quimiotdctica

previa.

Ademas, la unién al ligando aumenta el reclutamiento de integrinas adicionales para
incrementar la adhesion firme del leucocito en condiciones de estrés de flujo. Por otra parte,
varios estudios indican que el estrés de flujo también regula las integrinas reforzando sus enlaces

e incluso aumentando su afinidad.
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5.6.3.3.- Adhesidén

Regulacién de la migracién de los leucocitos por integrinas

Las sefiales implicadas en la adhesién firme de los leucocitos al endotelio mediadas por
integrinas deben ser atenuadas y debilitar las uniones para permitir la migracién del leucocito
hacia un sitio apropiado para iniciar el proceso de transmigracidon endotelial. Las integrinas 2
parecen tener una implicacidon importante en este proceso de migracién, ya que su bloqueo o el
de sus ligandos generan migracion al azar, fallo de posicionamiento en las uniones

interendoteliales y diapédesis defectuosa »’.

Los estudios in vivo utilizando ratones genéticamente modificados deficientes en LFA-1 o
Mac-1 claramente demostraron mecanismos fundamentalmente diferentes para cada una de
estas integrinas f2. Mientras la adhesién firme estd mediada por LFA-1, la locomocién depende
de Mac-1; ambos procesos contribuyen a una eficiente transmigracién. Tras su activacién por
unién a ligando, las integrinas regulan diferentes efectores de contractilidad de miosina, GTPasas
remodeladoras de actina y moléculas implicadas en la regulacion de la red de microtibulos tanto
en el frente de avance como en el urépodo. Asi, la integracién de sefales generadas en ambos

polos celulares conduce a un movimiento coordinado del leucocito *%.

Papel funcional de las CAMs endoteliales VCAM-1 e ICAM-1.

Las moléculas VCAM-1 e ICAM-1, miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
son las principales moléculas de adhesidn endotelial implicadas en la unidn a las integrinas VLA-4

29 Solo ICAM-1 se expresa escasamente en el endotelio quiescente,

y LFA-1, respectivamente
mientras que se induce la expresion de ambas moléculas tras la activacion celular por citocinas

proinflamatorias tales como la IL-1 y el TNF-a.

Ademds, se ha descrito la unién de VCAM-1 e ICAM-1 al citoesqueleto de actina a través
de dos miembros de la familia ERM, (ezrina y moesina) **. Estas moléculas funcionan como
conectores de la membrana con el citoesqueleto de actina regulando la morfogénesis cortical y la

adhesion celular.

Se ha estudiado la dindmica de VCAM-1 e ICAM-1 en células HUVEC (células primarias de
vena de corddn umbilical) activadas con TNF-a durante el proceso de interaccién leucocito-
endotelio. Se ha observado que, tras la parada de los leucocitos en el endotelio, la unién de

VCAM-1 e ICAM-1 con sus ligandos desencadena la reorganizacion del citoesqueleto cortical
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endotelial de actina y genera una estructura tridimensional de anclaje que rodea el leucocito y

previene la separaciéon de los leucocitos adheridos en condiciones de flujo fisioldgico.

Dicha estructura contiene gran acumulacién de dichos receptores de adhesion, asi como
las proteinas ezrina y moesina activadas. La estructura endotelial de anclaje se sostiene por el
citoesqueleto de actina, y otra serie de proteinas. También, segundos mensajeros tales como PI
(4,5)P2 o la ruta de sefalizacion Rho/160ROCK son importantes para la generacion y el

mantenimiento de la estructura endotelial de anclaje.

Ademads, ambos receptores, ICAM-1 y VCAM-1, se agrupan de manera conjunta en la
estructura endotelial de anclaje, aunque uno de ellos no se encuentre unido a su correspondiente
ligando. Este reclutamiento conjunto también es independiente del anclaje del citoesqueleto de
actina y de la formacién de heterodimeros ICAM-1/VCAM-1, ya que se debe a la inclusion de
VCAM-1 e ICAM-1 en microdominios ricos en tetraspaninas, que actuan como plataformas

endoteliales de adhesion especializadas 2.

Las tetraspaninas son pequefias proteinas que atraviesan cuatro veces la membrana y se
asocian lateralmente a través de su segundo dominio extracelular con otras proteinas integrales
de membrana, regulan su funcion y forman dominios multiproteinicos en la membrana
plasmatica. Se les ha implicado en varias funciones celulares, entre otras, migracién, adhesién
intercelular homotipica y heterotipica. Por lo tanto, la inclusiéon de ICAM-1 y VCAM-1 en dominios
de tetraspaninas es necesaria para su adecuado funcionamiento en condiciones dinamicas
estrictas como el estrés de flujo. No solamente VCAM-1 e ICAM-1 interaccionan con
microdominios de tetraspaninas, sino también otros receptores de adhesidn tales como JAM-A,
PECAM-1, ICAM-2 o CD44. Asi pues, podria postularse que los microdominos de tetraspaninas
actuarian como plataformas especializadas que organizarian de manera constitutiva en la
membrana los receptores de adhesion apropiados para la rdpida cinética y eficiente consecucién

del proceso de extravasacion leucocitaria 2.

Los receptores endoteliales de adhesion VCAM-1 e ICAM-1 son capaces de transmitir
sefiales tras su unidn con el ligando. La molécula VCAM-1 estd implicada en la apertura de las
uniones interendoteliales para facilitar la extravasacién de los leucocitos. De hecho, VCAM-1
induce la activacion de la NADPH oxidasa (NOX2 posiblemente) y la producciéon de RLO de manera
dependiente de la GTPasa Rac, con la consiguiente activacién de metaloproteinasas de matriz y
pérdida de la adhesiéon mediada por VE-cadherina, lo que favorece el proceso de extravasacion.

Por otra parte, VCAM-1 e ICAM-1 son capaces de inducir un rapido incremento de las
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concentraciones de Ca* intracelular, produciendo la activaciéon de rutas que incrementan la
permeabilidad endotelial y conllevan a un aumento de la migracion transendotelial

leucocitaria®®*%,

Finalmente, ICAM-1 también puede inducir su propia expresion y la de VCAM-1, actuando

como un mecanismo de regulaciéon para facilitar la transmigracidn leucocitaria.

5.6.3.4.- Migracion

El proceso de transmigracion leucocitaria, que tiene lugar durante la respuesta
inflamatoria, requiere de importantes cambios morfolégicos que implican el agrupamiento de
receptores de adhesion en estructuras protusivas de la membrana plasmatica, tanto en leucocitos

como en células endoteliales.

La transmigracién es un proceso activo no solo para los leucocitos sino también para el
endotelio, lo que promueve la radpida y eficiente llegada de los leucocitos a los focos de la

inflamacién sin comprometer la integridad de la barrera endotelial.

El funcionamiento coordinado de los receptores de adhesion, el citoesqueleto y las
moléculas de sefializacidn es crucial para la transmigracidn leucocitaria. Asi la correcta integracién
de sefiales “del exterior al interior” y del “interior al exterior” en leucocitos y endotelio durante

cada paso de la transmigraciones es critico para permitir la consecucién de este fendmeno.

Las sefales implicadas en la adhesidn firme de los leucocitos al endotelio deben ser
reversibles, debilitando los contactos originales lo suficiente para permitir la migracién vy
extravasacion de los leucocitos. Durante la transmigracion endotelial, las uniones endoteliales se
deshacen parcialmente evitando el dafo de la monocapa o importantes cambios de
permeabilidad. Asi, las membranas del leucocito y el endotelio se mantienen en estrecho
contacto durante la diapédesis y, posteriormente, las membranas endoteliales vuelven a sellar sus

conexiones.

En el proceso de la transmigracion leucocitaria, ademas de la ruta cldsica de diapédesis,
en la que los leucocitos cruzan a través de uniones interendoteliales (ruta paracelular), existen
evidencias que indican la existencia de una ruta alternativa, en la que los leucocitos podrian
migrar a través de células endoteliales individuales (ruta transcelular) sin perturbar las uniones

264

interendoteliales <. Este proceso tiene lugar preferentemente en la microvasculatura. (Figura 33)
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PARACELULAR TRANSCELULAR

JAM-A LFA-1
JAM-B VLA-4
JAM-C Mac-1

CD99 CD99

PECAM-1 PECAM-1

PECAM-1 PECAM-1

ENDOTELIO LEUCOCITO ENDOTELIO

Figura.33.- Transmigracion leucocitaria

v'  Ruta paracelular

El factor determinante en la via paracelular son las uniones intercelulares endoteliales, asi
como los cambios en la integridad de la barrera endotelial en vénulas postcapilares que afectan al

reclutamiento de células inflamatorias 2*%.

Una vez que los leucocitos encuentran un sitio apropiado para transmigrar
(preferentemente en las uniones intercelulares), extienden seudépodos exploratorios entre dos

células endoteliales adyacentes.

A continuacion, los seuddpodos evolucionan a una lamela que va atravesando el espacio
abierto en la monocapa. Durante este proceso, la molécula LFA-1 es la integrina que tiene el papel
preponderante. Esta molécula se relocaliza rapidamente, formando un agrupamiento en forma de
anillo en la interfase de contacto entre leucocito y endotelio, donde interacciona con ICAM-1y, en

algunos otros modelos celulares, con JAM-A.

Otras proteinas implicadas en el proceso de transmigracion son ICAM-2, JAM-B, JAM-C,
PECAM-1 (CD31), ESAM, CD99, etc. Muchas de ellas son capaces de interaccionar homofilica y
heterofilicamente manteniendo las uniones interendoteliales o las interacciones leucocito-

endotelio *®.
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Dos tipos de uniones interendoteliales son relevantes para el proceso de transmigracion.

(Figura 34)

Endothelium

Direccidn de Transmigracien ICAMs  PECAM

R

Superficie apicak

o)

; Selectins
a
a
3
S

Claudins

Qccludin

JAMs ~
ESAM -

Mectins
PVR

VE<eaderina

Zonula adherens

Superficie Basolateral

Figura 34.- Uniones interendoteliales: “zénula ocludens y zénula adherens”

Las uniones estrechas (zonula occludens) se encuentran en la zona apical y contienen tres
tipos de proteinas transmembrana, ocludina, claudina y moléculas de adhesién de unidén celular
(JAMs). Estas moléculas transmembrana estan vinculadas con el citoesqueleto de actina a través

de la interaccién con las moléculas que contienen dominios PDZ, tales como ZO-1 **%,

Jerdrquicamente, el determinante mas importante de la barrera endotelial son las zonulas
adherens que se forman por la interaccién homofilica de VE-cadherina *®. VE-caderina actua
como un guardian para el paso de leucocitos y la inhibicién de la VE-caderina aumenta la

permeabilidad de la monocapa de células endoteliales y la tasa de extravasacion neutrdfilica in
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vivo. Estudios in vitro indican que huecos de VE-caderina pueden formarse transitoriamente

durante la diapedesis de leucocitos.

La funcién de VE-caderina para regular la barrera endotelial o la transmigracion de
leucocitos puede ser modulada por la fosforilacién de la cola citoplasmatica de VE-caderina, que
puede ser estimulado por la adhesién de los neutrdfilo a las células endoteliales, mediada por la
ICAM-1. La transmigracidn de leucocitos implica interacciones homofilicas y heterofilicas entre los

receptores de adhesidn en los leucocitos y el endotelio ¥’

Las JAMs ademas de interactuar de manera homofilica, JAMs participan como receptores
para integrinas de los leucocitos. Se ha demostrado que JAM-A interactua con LFA-1, JAM-B se
une al VLA-4 y JAM-C interactta con Mac-1 **® La funcién de JAM-A en la diapédesis de leucocitos
in vivo ha sido demostrada por los experimentos con anticuerpos de inhibicién, asi como por la
evaluacion de los ratones que presentan deficiencia de JAM-A, mostrando que JAM-A sobre los
neutrofilos, asi como sobre las células endoteliales participan en la extravasacion neutrofilica.
JAM-C mediante la interaccidn heterofilica con la integrina Mac-1 lleva a cabo la interaccién firme
de plaquetas-neutrdfilo. Ademas, la JAM-C soluble o anticuerpos para JAM-C bloquean la
transmigracién neutrofilica a través de las células endoteliales, considerando que la acumulacion
de neutrofilos in vivo fue reforzada por la sobreexpresion de JAM-C especificos de las células
endoteliales, en ratones. Por lo tanto, JAMs son receptores importantes en la migracion de

leucocitos a través de la barrera endotelial 2**%%°,

Otra molécula de adhesion importante en la regulacién de la transmigracién de leucocitos
es PECAM-1 **°. Varios estudios indican que la transmigracion endotelial de los leucocitos estd
mediada por la interaccion homofilica de PECAM-1, como se demuestra con anticuerpos de
bloqueo tanto en estudios in vitro como in vivo **°. Las PECAM-1 endoteliales, son inducidas por la
IL-1B, pero no por el TNF-a, para el reclutamiento de células inflamatorias. Recientemente era
identificada una proteina de anclaje glicosil-fosfatidil-inositol (GPl), la CD177 expresada
exclusivamente sobre neutroéfilos identificado como un nuevo ligando de PECAM-1 de adhesidn

heterofilica involucrada en migracién transendotelial de neutréfilos .

La ICAM-1 de las células endoteliales ha sido implicada en la transmigracion. La ICAM-1 se
une a la LFA-1 de los leucocitos en forma de anillo, durante la transmigracion. Ademas otra
estructura transmigratoria formada por ICAM-1 y proyecciones en forma microvellosidades, se

demostré que rodeaban a los neutréfilos transmigratorios durante la diapédesis 2”°.
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v" Ruta transcelular

Las observaciones recientes sobre el mecanismo de este proceso de migracidn
transcelular indican que inicialmente los leucocitos generan podosomas invasivos dependientes
de la actividad de Src cinasa y la proteina reguladora del sindrome de Wiskott-Aldrich (WASP)
para entrar en contacto con la superficie endotelial, que después evolucionan para formar el poro
transcelular. En el endotelio es necesaria la fusion de membranas regulada por Ca* y por

complejos que contienen las proteinas SNARE.

También se ha descrito la translocacién de ICAM-1 a caveolas tras la adhesidn leucocitaria
y la posterior formacion de una especie de canal multivesicular, que contiene ICAM-1 y caveolina-
1, alrededor del seuddpodo leucocitario que penetra a través de la célula endotelial. Ambas
proteinas, ICAM-1 y caveolina, siguen el paso de todo el leucocito moviéndose hacia la membrana
endotelial basal. Recientemente se ha descrito la existencia in vivo de estructuras endoteliales en

forma de cupula que cubren al leucocito durante la migracién transendotelial 2”*.

Estas observaciones parecen indicar que las estructuras endoteliales de anclaje podrian
llegar a ser cupulas que envolvieran totalmente los leucocitos en la cara luminal del endotelio, lo
que permitiria la ruptura de la membrana basolateral sin poner en peligro la funcidn de barrera

endotelial. (Figura 33)
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6.-Cardiotrofina-1 (CT-1)

6.1.- Introduccion

La proteina denominada CT-1 es un mediador de comunicacién celular, caracterizada e
identificada en 1995 por Pennica y cols., por su actividad hipertréfica en cultivos de

cardiomiocitos embrionarios de ratén >’

La CT-1 pertenece a la familia de interleucina-6 (IL-6), junto con: el factor inhibidor de la
leucemia (LIF), la oncostatina M (OSM), el factor neurotrofico ciliar (CNTF), citocina similar a la

cardiotrofina (CLC), interleucina 11 (IL-11), e interleucina 31 (IL-31) 2*%°,

Esta familia de citocinas, se caracteriza porque en su complejo de receptores, poseen una
subunidad comun, la glicoproteina gp130, encargada de traducir la sefial al interior de la célula *”’.

274278 an el organismo y estan involucradas en

Poseen efectos pleiotrépicos y redundantes
una gran variedad de respuestas bioldgicas, incluyendo respuesta inmune, inflamacion, desarrollo
neuronal y hematopoyesis 2”>. Ademas, activan genes involucrados en crecimiento, diferenciacion,
supervivencia, apoptosis y proliferacidn. Los miembros de la familia de la IL-6 son muy distintos en
cuanto a la secuencia primaria de aminoacidos (15-20% aminoacidos idénticos), pero tienen

estructuras terciarias similares conteniendo 4 hélices anfipaticas.

6.2.- Estructura de la cardiotrofina-1

6.2.1.- Estructura molecular. Biosintesis

El gen que codifica la sintesis de CT-1 de ratén, localizado en el cromosoma 7F3, esta

constituido por 5,4 kilobases (kb), y consta de 3 exones y 2 intrones *”°. El mRNA de CT-1 contiene
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1,4 kb y esta expresado en corazén, pulmén, higado, rifién, y musculo esquelético de ratén y

rata272,274

. La proteina se biosintetiza como una proteina de 21,5 kDa.

En 1996 Pennica y cols, 2’® aislaron el gen humano vy lo localizaron en el cromosoma 16, en
la regién 16p11.1-16p11.2. con un tamafio de 6-7 kilobases (kb) y consta de 3 exones y 2 intrones.
La similitud en la secuencia entre rata y ratén es de un 94%, siendo superior a la homologia con

humano, 80% 7.

El tamafio del RNA mensajero (mRNA) de humano adulto es de 1.7 kb y se caracteriza por
altos niveles de expresion constitutiva en en tejido de corazén, musculo esquelético, prostata y
ovario, bajos niveles de expresidn constitutiva en pulmodn, rifidn, pancreas, timo, testiculos e
intestino delgado y poca expresién o ninguna en cerebro, placenta, higado, bazo, colon, y en
leucocitos de sangre periférica. Este patrén es similar al que se encontré en tejidos de raton, y

272,274

rata , con la excepcién del higado, en que es menor en humano que en ratdn. También se

encontré una fuerte expresién en pulmén y rifién en fetos humanos *”>.

Para poder aclarar los mecanismos de accién, asi como el papel patolégico vy fisiologico de
la CT-1 se aislo el gen y se observé que su expresidon se regula a nivel transcripcional de forma
diferente a otras citocinas de la familia de IL-6. El promotor de la CT-1 de ratdn, situado a 2.2 kb
desde el sitio de iniciacién de la transcripcion 5°, contiene varios motivos de unién de factores de
transcripcién (CREB, HIF-1, MyoD, NF-IL6, Nkx2.5, y GATA) (Figura 35). Algunos de los sitios de
unién para estos factores de transcripcién se han descrito también en la regidon promotora 1.1 kb
del humano. Estas secuencias de nucledtidos altamente conservados entre ratédn y humano en el
gen de la CT-1 (55%) podrian indicar mecanismos reguladores muy conservados para la expresiéon
del gen de la CT-1. La expresion de Nkx2.5 es critica para la propia formacién del corazén. Durante
la embriogénesis del corazén, GATA4 es la responsable de la génesis de las miofibrillas y Ila

formacion de los sarcémeros y juega un importante papel en la morfogénesis cardiaca normal®”.

280 v en miocitos cardiacos en hipoxia, es

El promotor de IL-6 esta bien caracterizado
regulada por NF-kB y NF-IL6 cuyos sitios de unidén estan localizados cerca del TATA box. Por el
contrario el gen promotor de CT-1 en ratén no posee ni sitio de unién para TATA box ni para NF-
kB. Eso demuestra que CT-1 es regulada de diferente manera que IL-6 y el resto de los miembros,

de la superfamilia *”°.
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AGATAAC

GATA1

Figura 35.- Posibles elementos reguladores en el extremo 5°del gen de CT-1 de ratén. Posibles

alargandose 2174-pares de bases desde el lugar de iniciacion de la transcripcién

sitios de unidn para algunos factores de transcripcién ubicuos desde el extremo 5°
279

Respecto a su estructura terciaria, CT-1 tiene cuatro largas hélices-a anfipaticas,

denominadas A, B, C, y D, unidas por plegamientos que le confieren una estructura

caracteristica®®" (Figura 36).

CT-1 LIF-R

CT-1Ra

site Il

4 o
o~

" \~
#
. .2

gp-190/LIFRE

Figura 36.- Las cuatro largas hélices A, B, Cy D estan marcadas en diferentes colores.Los lugares de
unién de los receptores I= CT-1Ra, lI= gp-130 interacciona con el CBM (mddulo de unidn a la citocina)

de gp-130y llI= gp-190/LIF-R estan indicados por circulos

277,280

Se han identificado distintas areas sobre la superficie de las citocinas denominadas “sitios

de unién” las cuales interaccionan de manera especifica con sus receptores.

#* El sitio de unién 1 se corresponde con los residuos C-terminales de la hélice D y los restos

C-terminales del bucle AB. Esta interaccidn se realiza mediante una asparragina que
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gueda expuesta hacia el receptor gracias a la concavidad hidrofdbica que generan restos
de glicina. La interaccién se produce con el dominio del receptor carente de sefalizacion
intracelular, CT-1Ra. Este lugar determina la especificidad.

4+ El sitio de unidn 2 se corresponde con residuos localizados en el medio de las hélices Ay C
y puede ser el lugar de unién de la subunidad del receptor gp 130. Esta interaccién se
realiza por medio de dos aminodcidos: uno hidréfobo como es la fenilalanina, y otro
basico como es la arginina vecina.

+ Elsitio 3, suele corresponderse con la unién a la subunidad del receptor LIFRB **°.

6.2.2.- Complejo receptor
6.2.2.1.- Formacion del complejo receptor

El receptor de CT-1 es un complejo de 3 proteinas transmembrana altamente glicosiladas
compuesto por la cadena gp130, la subunidad B del receptor LIF (LIFR B) y un tercer componente
conocido como la subunidad a del receptor CT-1(CT-1Ra) (Figura 37). La unién de la CT-1 a sus

receptores induce heterodimerizacién de gp130y LIFR B.

LIF-R

L8 Ersiteblall SrssSRLULET Tei]
H| TEEEEEFLES! RESSIRSIRTY [

Figura 37.- La CT-1 se une a un complejo trimérico de receptores para

activar la cascada de sefalizacion, formado por los receptores: gp130, CT-

1Ra, LIFRB ( Modificada de Skiniotis G, 2008)°*°.
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Vamos a describir las tres cadenas proteicas por separado (Figura 38):

cBm box1
lodike FNIl__FNII FNIL FNBL P TM | P9X2
ap1X
I T Y YY S
CBM
Ig-llkam ™
CT-1Ra
DM D2 DI
I 1%
LiFRR i i 11

-
3
;

#
-

Figura 38.- Dominios estructurales de las tres cadenas proteicas

Glicoproteina gp130

La glicoproteina gp130 se encuentra formando parte del receptor y es la encargada de

iniciar el mecanismo de accion *%%.
Consta de (Figura 38):

4+ El dominio extracelular que estd compuesto por 597 aminoacidos divididos en seis
dominios: Cinco dominios de fibronectina tipo Ill y un dominio tipo inmunoglobulina (lg-
like)

0 Un dominio Ig-like localizado en el N-terminal. (D1)
0 Dominio CHR (Regiones homdlogas de unién a la citocina)= CBM (mddulo de
uniodn a la citocina) que comprende dos dominios FNIII (fibronectina tipo Il1). 22%%%
El extremo N-terminal en su regidn extracelular posee dos pares de residuos de
cisteinas conservados y un motivo Tryp-Ser-X-Tryp-Ser (WSXWS, donde X es un
aminoacido no conservado) en su extremo carboxi-terminal. La unién del ligando

a la subunidad del receptor gp130, ocurre a través de los tres dominios distales de

la membrana (D1-D3).
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O Tres dominios FNIII adicionales. Estos tres dominios proximales a la membrana
(D4-D6) no juegan un importante papel en el reconocimiento del ligando, pero se

. ~ s ., 280

necesitan para la sefializacién “*".

4+ Dominio transmembrana (TM)

4+ Regidén citoplasmatica. No se han encontrado secuencias con actividad catalitica pero
existen aminodcidos hidrofébicos denominados respectivamente box1 y box2 que son
necesarios para la unién a JAK1 y 2 (inactivas) y la transduccién de sefiales al interior de la

célula.

CT-1Ra

CT-1Ra 6 gp80R, es la subunidad a especifica de la citocina, sin capacidad de enviar
sefiales al citoplasma. Su regidn extracelular es la de unién con la CT-1 (Figura 38). CT-1Ra
participa en la formacidn de este complejo trimérico y es la que le confiere una alta sensibilidad y
especificidad para la CT-1, estd altamente glicosilado y tiene un peso molecular de 80kDa
(gp80)**".

La presencia de este receptor adicional especifico para CT-1 fue descubierto en células

neuronales, anclado a la membrana mediante un enlace glicosil fosfatidil inositol (GPI) 223>,

Receptor del factor LIF (LIFRB)

El receptor LIFRB, también denominado gp190, es la subunidad transductora de sefial al
interior de la célula, que a menudo no es especifica de la CT-1, sino que es compartida por
receptores de otras citocinas. LIFR difiere de gp130 en que tiene dos dominios CBM (D1-D2 y D4-
D5) afiadidos al dominio Ig y tres dominios FNIII (D6-D7-D8) (Figura 38).

Las cadenas polipeptidicas de estos receptores se caracterizan por poseer en su region
extracelular dos pares de residuos de cisteinas conservados en el extremo N-terminal y un motivo
Tryp-Ser-X-Tryp-Ser (WSXWS, donde X es un aminodacido no conservado) en su extremo carboxi-

terminal. La presencia de este dominio permite la unidn eficiente del ligando al receptor 2.

6.2.2.2.- Activacion del complejo receptor

Tras la unién de CT-1, ambos gp130 y LIFR- B son fosforilados en residuos tirosina,

haciendo mas evidente que la sefializacion de CT-1 es a través del heterodimero gp130/LIFR-B %',
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La activacion de gpl30 por CT-1 se lleva a cabo de manera secuencial. La CT-1
interaccionaria con su receptor especifico via “sitio I”. Este complejo binario (CT-1/CT-1Ra) es
entonces competente para acoplarse a la region CBM de la subunidad del receptor gp130,
localizado en el dominio D2-D3, permitiendo la uniéon de gp130 via “sitio II” de la CT-1, para
formar un complejo trimolecular intermedio sin capacidad de sefializacién.

El complejo trimolecular luego heterodimeriza via la interacciéon del “sitio 1lI” de la CT-1

% por lo tanto la unién de la CT-1 a sus receptores, produce la

con LIFR en la posicion D3
heterodimerizacién 2*” de gp130, LIFR y la tercera subunidad del receptor (Figura 39), provocando
cambios bioquimicos en el interior de la célula e induciendo una serie de sefiales intracelulares
gue incluyen la activacidon temprana de tirosina cinasas de la familia de las janus cinasas (JAK-1,

JAK-2 y Tyk2).

LIFRa "

(9. 9]
Q000

CT-1Ralpha

+ ,
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e

Figura 39.- Complejo receptor de la CT-1 288
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Estructura y funcion de las JAKs

288. En

Las Janus cinasas (JAKs) son una familia de proteinas con actividad tirosina-cinasa
mamiferos, la familia de las JAKS esta constituida por 4 miembros denominados JAK1, JAK2, JAK3
y Tyk2, que presentan un grado de homologia, y funciones en gran medida redundantes. La
expresion de JAK1, JAK2 y Tyk2 es ubicua, mientras que JAK3 se expresa Unicamente en células

hematicas de estirpe mieloide.

Las JAKS son cinasas relativamente grandes, de unos 1.150 aminoacidos, y con un peso
molecular de entre 120-140 kDa aproximadamente, que presentan un elevado grado de
homologia, y funciones en gran medida redundantes. Desde el punto de vista estructural, las JAKS
se caracterizan por poseer 7 regiones conservadas, denominados JH (JAK homology) desde el

extremo carboxi-terminal al amino-terminal (JH1-JH7) (Figura 40)

potential
FERM SH2 kinase-like tyrosine Kinasa
[ JH6 | [aHs [JHa| bHI JH2 JH1 Y'Y

[-arasp

. .y s . . 277
Figura 40.- Representacién esquematica de la estructura de la janus cinasa “"".

La caracteristica principal que define la estructura de estas proteinas es la existencia de
un dominio cinasa (JH1) y un dominio pseudocinasa (JH2).Esta dualidad es la que precisamente da
el nombre a esta familia de tirosina cinasas ya que al igual que el dios romano de las puertas Jano

(Janus), las JAK cinasas “tienen dos caras”.

El dominio JH1 es un dominio C Terminal que presenta la actividad tirosina-cinasa,
mientras que el domino JH2 o dominio pseudocinasa ejerce una funcién reguladora de dicha
actividad. Algunos estudios indican que este dominio JH2 puede tener una funcidn reguladora

8 mientras que en otros estudios, se postula la

sobre la actividad catalitica inhibiéndola
necesidad de este dominio precisamente para mantener la funcidn cinasa de las JAK. Otra de las
funciones en las que se ha implicado al dominio JH2 es el de ser el potencial sitio de union para las

STAT.

El extremo amino-terminal de las JAKS poseen el dominio SH2 (JH3-JH4),dominios muy

conservados encargados de la unidon a las fosfotirosinas, cuyo nombre proviene de region
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homaloga para Src ya que inicialmente fueron identificados en la proteina Scr (Sarcoma). Por
ultimo, los dominios (JH5-JH7) forman el denominado dominio FERM formado por tres
subdominios que juntos forman una estructura de trébol compacta, responsable de la asociacion

con el receptor de la citocina y que ademas regula la actividad catalitica 2%°.

Como ya hemos dicho antes, la via de sefializacién empleada por la CT-1 la componen las

kinasas JAK-1, JAK-2 y Tyk2.

JAK-1 es una proteina de un peso molecular de 130kDa que se asocia con los receptores
conteniendo gp-130; JAK-2 es una proteina de un peso molecular de 130kDa que esta involucrada
en la sefalizacién a través de los receptores de la cadena B; Tyk-2, es una cinasa de un peso

molecular de 140kDa.

Los principales efectores de las JAK son el grupo de factores de transcripcion citosélicos

STATSs, (proteinas activadoras de la transcripcidn y transductoras de la sefial).

Estructura y funcion de las STATs

Las STATs son proteinas con una longitud de entre 750 y 850 aminoacidos. Hasta el

momento hay siete STAT identificadas (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6).

Aunque las diferentes STATs presentan un menor grado de homologia que las Jaks, es

posible distinguir en todas ellas 7 dominios conservados (Figura 41):

+ Dominio N-terminal (Dominio de interaccién dimero-dimero). Es, probablemente, el
encargado de regular la traslocacidon nuclear, ademas de favorecer la interaccion de las
STATs con otras proteinas y con el DNA.

4+ Dominio CCD (coiled-coil domain). Interviene en la interaccion de las STATs con otras
proteinas y, probablemente, también en la unién de las STATs al receptor de citocinas.
También se ha involucrado a este dominio en el transporte de las STAT fuera del nucleo
celular 2,

+ Dominio DBD (dominio de unién al DNA). Es el encargado de reconocer las secuencias
especificas de DNA a las que se unen las STATs.

+ Domino de unién (linker). Su funcién es conectar el DBD con el domino SH2.

+ Domino SH2. Es el dominio que posee capacidad de reconocer residuos de fosfotirosina.
Este dominio SH2 es el mas conservado y por su capacidad de reconocer residuos de

fosfotirosina resulta fundamental para el reclutamiento de las STATSs por los receptores de
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citocinas y para su unién con las JAKs. Ademas, la interaccidén entre dominios SH2, es la
responsable de la dimerizacién de las STATs .

<+ Dominio de transactivacion. Es el dominio encargado de regular la transcripcion.

DA

M-terminal coiled-coil binding linker 5 transactivation

H2
star CE N W1 |
¥S

Figura 41.- Estructura de los STAT.

6.2.3- Vias de sefializacion

6.2.3.1.- JAK-STAT

La activacion de esta via se inicia por la unién de CT-1 a sus receptores, y depende
principalmente de la activacion de las dos familias de proteinas intracelulares que hemos descrito
anteriormente, las janus cinasas (JAK-1, JAK-2 y Tyk2) y el grupo de factores de transcripcion
citosolicos STATs (STAT-1, STAT-3, STAT-5). Por este motivo, a la via de sefializacion de la CT-1 se
la conoce como via JAK/STAT, representando una forma de sefializacion desde la membrana
celular hasta el nucleo extraordinariamente rdpida. De acuerdo con el término utilizado en
urgencias clinicas, refiriéndose a una emergencia “STAT” (del latin statim= inmediatamente), el
acronimo STAT parece adecuado pues refleja la rapidez en su activacion y su habilidad para

ejercer sus funciones bioldgicas.

Las JAKS estan constitutivamente asociadas a las regiones box-1 y box-2 del dominio
intracelular del receptor, de forma que el cambio conformacional que se produce en el receptor
tras la union de la CT-1 hace que las JAKS se aproximen, lo que permite su transactivacion, (es
decir su fosforilacidn reciproca en residuos de tirosina). Estos residuos tirosina se encuentran en

su asa de activacién dentro del dominio JH1 %7

. Las JAK cinasas son activadas por oligomerizacion
del receptor de una manera parcialmente especifica ya que diferentes citocinas pueden activar las
mismas JAK. Una vez activadas, las JAKS van a fosforilar tanto al receptor (en su dominio
intracelular) como a los STATs. Esta fosforilacion induce el reclutamiento del factor de
transcripcién STAT3, que mediante un dominio SH2 se unird a los residuos de fosfotirosina de

gp130. La cadena de gpl30 fosforilada puede atraer, ademds de STAT3 a STAT1, aunque de

manera minoritaria >
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En ausencia de estimulacidn, las STATs se encuentran latentes en el citoplasma y por lo
tanto estan transcripcionalmente inactivas. Pero una vez que son fosforiladas por las JAK a través
de la fosforilacién de sus residuos de tirosina conservados, (en el caso de STAT3 en la tirosina 705
y en la Ser 727), se lleva a cabo la dimerizacién con otros STATs formando homo o heterodimeros

a través de sus dominios SH2.

El reclutamiento de un Unico grupo de STAT para cada familia de receptores de citocinas
supone un hecho critico para definir la especificidad de la respuesta bioldgica. Algunos receptores
de citocinas tienen un Unico sitio de anclaje para STAT mientras que otros poseen mas de un sitio
de unidén. La presencia de mas de un sitio de unién permite que dos moléculas de STAT puedan
ser activadas simultdneamente facilitando la dimerizacidn. Las JAK son las que proporcionan el

sitio de unidn para los STAT **3 (Figura 42).

HETERODIMERD LIFRGP120

CITOPLASMA

Crove-revlstance

Food-back

NUCLEO ACTIVACION GENICA

Figura 42.- Receptor de la CT-1, compuesto por el heterodimero LIFR/gp130, y las vias
intracelulares activadas por CT-1.

Por lo tanto, la dimerizacidn se produce por interaccion entre el dominio SH2 de una de
las moléculas de STAT con la tirosina fosforilada de la otra molécula. Puesto que cada molécula de
STAT posee un dominio SH2 y un residuo tirosina fosforilado la interaccién que estabiliza los

dimeros formados es bivalente. Esta naturaleza bivalente de la interaccién ayuda a entender por
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qué la dimerizacién de STAT se ve favorecida sobre la interaccion monovalente entre la molécula

de STAT y la cadena fosforilada del receptor.

La homodimerizacién o heterodimerizacion se basa en la especificidad del dominio SH2.
Cuando STAT1 &6 STAT3 se une a los receptores (LIFB 6 gp130) que han sido fosforilados en
residuos tirosina,estos son activados y forman dimeros STAT1-STAT1, STAT1-STAT3 o STAT3-
STAT3 los cuales son translocados a el nucleo para unirse a promotores especificos en el DNA
gendémico, de ese modo es estimulada la transcripcidon de diferentes genes previstos. (Figura 43)

. . . . 2
Una vez defosforilados se inactivan y vuelven al citoplasma ***.

STAT DIMER

| Phasphorylated tyrosine residue

SH2 *
pomain —‘_“ .e Linker Domain
B D, -

Coiled-coil Domain

Figura 43.- Interaccion del dimero
\ ‘O‘ con el ADN

DNA Binding Domain

DNA backbone
cross section

En cuanto a la translocacién al ndcleo y la actividad transcripcional de los STAT, los STAT
carecen de una seial de localizacién nuclear y aunque se cree que la fosforilacién del residuo
tirosina y la dimerizacidn son esenciales para la translocacién nuclear, no parecen ser
suficientes.De hecho, la fosforilacién de la tirosina es necesaria para retener STAT en el nucleo

teniendo que ser defosforilada para que lo abandone *%.

La porcién amino terminal de la
molécula cuyos ultimos 125 aminoacidos estdn bien conservados, contribuye a regular la
translocacion al nucleo. La translocacion al nicleo es dependiente de la actividad de una GTPasa
denominada Ran y de la imputacién, a través de los complejos de poros nucleares (NPC), por un

mecanismo regulado por las importinas **°.

La importina a reconoce una secuencia especifica en las STATS y se une a una importina
qgue es la encargada de translocar las STATs a través del NPC. La energia necesaria para este

proceso procede de la hidrolisis de GTP catalizada por Ran, una GTPasa de la familia Ras **.

Una vez en el nucleo celular, los dimeros de STATs se unen a elementos de respuesta

especificos, regulando la transcripcidn de genes diana. La actividad transcripcional de los dimeros
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de STAT es regulada por la fosforilacion de un residuo serina situado en el dominio de
transactivacion. Este residuo serina se ha identificado en todos los STAT (con la excepcion de
STAT2 y STAT6 que carecen del mismo). En STAT1 y STAT3 la alteracion de esta serina reduce su
actividad transcripcional a un 20%. Entre otras, STAT3 esta implicada en la regulacién de los genes
c-jun, c-myc, o JunB. Ademds, la sefializacién mediada por STAT3 estd involucrada en diversas
funciones bioldgicas tal como la biosintesis de las proteinas antiapoptdéticas Bcl-2 and Bcl-xL, *** la
hipertrofia de miocardio e higado y la activacién de genes en respuesta a factores de crecimiento
gue aumentan la proliferacion celular. En algunos tipos celulares, estos receptores activan otras

vias de sefializacion como la PI-3K/PKB y la Ras/MAPK, ya que componentes de estas vias como

Shc, también reconocen los dominios SH2 *%°.

6.2.3.2.- Regulacién negativa de la via JAK-STAT

Tan importante como la capacidad para iniciar la respuesta frente al estimulo producido
por la CT-1, resulta la terminacidn de la misma (Figura 44). De hecho, resulta logico pensar que la
falta de la regulacion de las vias JAK/STAT puede ser importante en la patogénesis de distintas
enfermedades de indole variada. La duracién de la activacidén de los STAT es limitada decayendo

su respuesta en un tiempo limitado 2.

HETERODIMERO LIFR/GP130

DEFOSFORILACION POR SHP2

INTERACCION CON PIAS
DEFOSFORILACION POR LA PTP

DEGRADACION POR EL PROTEOSOMA

SOCSImRNR __---mmmmmmm /7 ;‘iyg
o7 OTEOSOMA RN <
o

-
- -
e - — o - ——

Figura 44.- Regulacion negativa de la via JAK/STAT
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Representacion esquematica de algunas de las vias de regulacién de la via JAK/STAT. Las
JAK kinasas pueden ser reguladas a distintos niveles:proteinas SOCS, PTP ( proteinas tirosinas
fosfatasas) y mediante degradacion mediada por conjugaciéncon ubiquitininas.Los STAT pueden
ser regulados a través de las proteinas PIAS y también por las PTP que pueden actuar tanto a nivel

citoplasmdtico como a nivel nuclear.

En los apartados siguientes vamos a hacer una breve descripcion de los mecanismos mds

importantes de regulacion negativa de STAT3.

Existen 3 familias principales de reguladores negativos de esta via de sefializacion: PTPs
(proteina fosfatasa de residuos de tirosina), SOCS (familia de supresores de sefializacién de

citocinas) y PIAS (proteina inhibidora de las STATs activadas).
La familia SOCS

La familia de proteinas con un dominio SH2 se denomind SOCS (supresor de la
sefializacion por citocinas) (Figura 45) y esta constituida por 8 miembros. El primer miembro de la
familia identificado se denomina CIS (citocina-SH2 inducible) y el resto de componentes se
denominan SOCS1-SOCS7. Una importante caracteristica de estas proteinas es que su expresion
esta regulada positivamente por las STATs, estableciéndose asi un circuito de retroalimentacion

negativa297.

Figura.45.- Estructura de la proteina SOCS.
ESS Posee en su extremo carboxi-terminal una
KIR SH2 Box region de unos 40 aminoécidos que se
denominan SOCS box. En la region central
Eﬂﬂﬁ presentan un dominio SH2. El extremo
amino terminal es variable en longitud,
desde 50 hasta 380 aminodacidos
(dependiendo SOCS1-SOCS7).

Todos los miembros de la familia SOCS poseen un dominio SH2 y un SOCShox en el
extremo C-terminal. La funcidon del dominio SH2 es unirse a las proteinas, a través de la
interaccion con los residuos de tirosina fosforilados del circuito de activacién de las JAK e inhibir
su activaciéon, mientras que la union de las proteinas al SOCSbox, se lleva a cabo mediante la
asociacién de las elonginas B y C con el SOCS box y la unién a sus sustratos para su ubiquitinacion
y posterior degradacién por el proteosoma. Por lo tanto, las proteinas SOCS inhiben Ia
sefializacion de las citocinas a través de varios mecanismos; mediante la unién e inhibicidén de la
actividad de las JAKs, evitando la dimerizacion de los STAT y uniéndose a los receptores de

citocina y a las JAKs para la ubiquitinizacién y posterior degradacion por el proteasoma 2%,
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La administracion intravenosa de CT-1 induce un incremento notable y transitorio en la
activacion de STAT3 en varios tejidos y posteriormente la sobreregulacion de dos miembros de la
familia CIS (citosina inducible por la proteina SH2) la SOCS-1 y SOCS-3 y se ha observado que
SOCS-3 esta directamente asociado con la activacién de JAK2 in vivo. Una segunda administracion

de CT-1 produce una disminucién en la fosforilacidon de STAT3.

Por lo tanto, SOCS-1 y SOCS-3 inhiben la sefializacién por unién al circuito de activacion de
las JAK y por unién directa al receptor gp130. **® Ademas del dominio SH2 y del SOCSbox, SOCS-1
y SOCS-3 contienen una regién inhibitoria cinasa (KIR) situada en el extremo N-terminal del

dominio SH2, que actia como un pseudo-substrate de JAKs **°.

La expresién forzada de SOCS-1 y SOCS-3, pero no otras SOCS, bloquea directamente la
activacion de STAT3 inducida por la CT-1 in vitro, por lo que SOCS-1 y SOCS-3 pueden actuar como
inhibidores enddgenos de la via de sefializacién JAK/STAT, inducida por la CT-1 in vivo. ** Otros
trabajos sugieren que la CT-1 también confiere resistencia cruzada frente a otros grupos de

citocinas como IL-1p e INF-y 2%°.
La familia PIAS

El segundo tipo de reguladores negativos de la via JAK -STAT son las PIAS (Proteinas
inhibidoras de la actividad de STAT). Hasta el momento se han identificado 5 miembros en esta
familia: PIAS1, PIAS2, PIASxa, PIASxB y PIASy. Las PIAS se unen a los dimeros de STATs activos,

bloqueando su unidn al DNA.

La interaccién de las proteinas PIAS con los distintos STAT muestra cierta especificidad y
es dependiente del estimulo por citocinas, de modo que en células sin estimular no se produce la
interaccion PIAS-STAT. Se han descrito distintos mecanismos de accién de las proteinas PIAS,
como la inhibicién de la unién a ADN de los STAT o el reclutamiento de histonas deacetilasas que
actuarian como moléculas corepresoras. Las proteinas PIAS tienen actividad SUMO (small
ubiquitin-like modifier) de modo que las proteinas PIAS pueden llevar a cabo la conjugacion de

STAT1 con la molécula SUMO 3.

Tirosina fosfatasas (PTPs)

Otro de los mecanismos de regulacion de la via JAK/STAT supone la desfosforilacion de
sus componentes activados. Varias son las tirosina fosfatasas que han sido identificadas regulando
tanto a las JAK como a los STAT. Las principales PTPs implicadas en la regulacién de la sefalizacion

de los receptores de citocinas son SHP1 (SH2-containing phosphatase 1) y SHP2 (Fosfotirosina
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fosfatasa) (Figura 46). Ambas proteinas se encargan de defosforilar las JAKS, aunque
recientemente se ha sugerido que pueden actuar también defosforilando STATs tanto a nivel

302

citoplasmdtico como a nivel nuclear **. SHP2 es una proteina expresada en multiples tejidos,

mientras que SHP1 esta restringida al sistema hematopoyético.

SH2 SH2 tyrosine phosphatase

swez [ ]

Figura 46.- SHP2 (proteina citoplasmatica tirosina-fosfatasa que contiene un domino SH2).

6.2.3.3.- ERK1/2

Ademas de la via JAK/STAT, la unién de la CT-1 a sus receptores puede activar otras vias
de sefializacién como la p42/44 MAPK (p42/44 proteina cinasa activada por mitégenos), la cual

también es conocida como ERK1/2 3%,

ERK1/2 es un miembro de la familia de las proteinas cinasas (MAP). La estimulacion
celular que conduce a la fosforilacién de gp130 también induce la unidn de la tirosina fosfatasa
SHP-2 llevando a la activacion secuencial de SHP2, Ras, Raf, MAP cinasa/ERK1/2(MEK) y ERK1/2.
La activacién de ERK requiere dos fosforilaciones en un residuo de tirosina y otro de treonina®®.
Especificamente, SOCS-3 compite con SHP2 por el sitio de unién a la tirosina 757 fosforilada del
gp130 y como consecuencia disminuye la fosforilacion de la tirosina de unién de la SHP2 y por lo

tanto disminuye la sefializacion de ERK.

La via MAPK es directamente responsable de la fosforilacién y activacién de NF-IL6 (factor

nuclear IL-6), un factor involucrado en la sefial de traduccion de citocinas ***.

Mientras que la activacion de la via JAK-STAT se cree que estd relacionada con las
acciones proinflamatorias de la CT-1, existen otras moléculas que son activadas por los mismos
receptores, las cuales podrian estar implicadas en funciones sobe el crecimiento celular y
supervivencia, como la via SHP2/MAPK. Los dos sistemas no son excluyentes, observandose

regulacion cruzada entre ellos pudiendo compensar una de las vias un déficit en la otra 3®.

Cuando las cinasas de la familia SRC (SHP2, Shc....), se unen a los receptores (LIFRB o
gp130) que ya han sido fosforilados en residuos tirosina, estas son también fosforiladas y
activadas. Una vez activada SHP2 se asocia al complejo de proteinas Shc-Grb2-Sos, para inducir el

intercambio de nucledtidos GDP-GTP en la proteina Ras. El factor intercambiador de nucledtidos
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de guanina (GEFs) participa en la disociacién de GDP y posterior captacién de GTP desde el citosol
activando por tanto Ras. Ras es una GTPasa cuya funcién principal es la de actuar como
transductora de la sefial iniciada por los receptores tirosina cinasa, transmitiéndola a través de
multiples vias al interior de la célula, participando asi en el control de procesos como la
proliferacion celular y/o diferenciacion. GAPs (proteinas activadoras de GTPasas) que

incrementan la hidrélisis del GTP asociada a Ras inactivandola (Figura 47).

Pi
Figura 47.- Ciclo de activacion de Ras. Ras-
GDP: inactiva, Ras-GTP: forma activa, GEF:
factor intercambiador de nucledtidos de
GAP

guanina, GAP: proteina activadora de
GTPasa

Una vez que Ras es activado, multitud de vias transmitirdn esta senal al interior de la
célula. Entre las vias dependientes de Ras podemos citar la via Ras/MAPKs. La via de las MAPKs
(proteinas cinasas activadas por mitogenos) (Figura 48) transducen sefiales desde la membrana

celular al nicleo en respuesta a un amplio rango de estimulos, incluido el stress 3.

SarThr Kinase

Figura 48.- MAPK (proteinas cinasas activadas por

La proteina Ras-GTP se une y activa a la proteina Raf (una serina/treonina cinasa,
MAPKKK), a su vez la proteina Raf activada, fosforila y activa las MEK1 y MEK2 (serina/treonina y
tirosina cinasas, MAPKKs), que a su vez fosforilan y activan las MAPKs. En mamiferos existen
cuatro grupos de MAPK: ERK (ERK1/2), p38, JNK y ERK5. Las MAPK son translocadas al interior del
nucleo y activan los factores de transcripcidn que regulan la expresién de genes que participan en

multitud de procesos celulares como son diferenciacion celular, motilidad, proliferacién vy
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apoptosis.La via de sefializacién de ERK fue la primera via de sefializacién de MAPK estudiada en
mamiferos. ERK 1/2 se ha relacionado preferentemente con proliferacion, diferenciacion y
supervivencia, y JNK y p38, preferentemente con respuestas a estrés como inflamacién y
apoptosis, aunque hay excepciones, y tanto JNK como p38 pueden mediar proliferacion. La
sefializacion a través de ERK1/2 es critica para la regulacion de la evolucién del ciclo celular,
favorece la supervivencia celular evitando la apoptosis inducida por la fosforilacion de Bad que
con frecuencia libera Bcl-xL en el citosol, de esta manera esta molécula puede ejercer sus efectos
antiapoptéticos. ERK también activa Mcl-1, una proteina que pertenece a la familia de Bcl2 con

funcién antiapoptdtica >°.

6.2.3.4.- PI3K-Akt

Otra de las vias de sefializacion activada por la CT-1 es la PI3K-Akt (fosfatidil inositol 3

cinasa/proteina cinasa B) 307,

Una vez que la citocina se une a su receptor y éste fosforila los residuos tirosina de su cola
citoplasmadtica se produce un rapido incremento en los niveles de actividad de la PI3K. La via de
sefializacion de la PI3K/Akt rige diversos procesos celulares como la proliferacién y la tasa de
supervivencia o la remodelacidn del citoesqueleto y el trafico de orgdnulos intracelulares PI3K es
un complejo heterodimérico que comprende una subunidad reguladora de 85 kDa y una catalitica
de 110 kDa que se encarga de la fosforilacién de lipidos de inositol para generar 3-fosfoinositoles
PI: PI(3)P, PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3. Estos se unen a una gran variedad de moléculas de sefializacion,
alterando su actividad y localizacion celular. La regulacion de la supervivencia por PI3K, en
particular, estd mediada por la activacién de AKT, la cual requiere su translocacién a la membrana
plasmatica y la fosforilacidn en treonina 308 (Thr308) y serina 473 (Ser473) *®. Las dianas de AKT
son diversas y se han asociado a respuestas metabdlicas y de supervivencia celular. Los sustratos
de AKT incluyen la inactivacion de mediadores proapoptédticos (Bad, Bax, caspasa-9, factor de
transcripcion Forkhead, GSK-3, p53) y la activacién de proteinas antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-xL, IAP
y mTOR) que en conjunto determinan las diversas funciones de la via PI3K/AKT. La via PI3K/AKT
puede ser activada por gran nimero de hormonas, factores de crecimiento y citocinas. Esta via
esta asociada con supervivencia celular y patogénesis de gran numero de enfermedades

| 310,311

incluyendo cancer ** y fibrosis rena . La activacién de AKT por PI3K media la fosforilacién de

diversos sustratos involucrados en crecimiento celular, supervivencia, proliferacién y apoptosis.
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6.2.3.5.- Vias de seinalizacion y su implicacion

Es probable que CT-1 lleve a cabo sus efectos via una combinacion de las rutas de
sefializacién, antes mencionadas y es muy importante determinar que ruta o rutas estan

involucradas en cada efecto particular de la CT-1 ****" (Figura 49).

SOCS-3 —l Receptor phosphorylation

ap130/LIFRE by JAK1/2
MAPK PI3K
STAT-3 _

!

Akt
ERK1/2
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Figura 49.- Vias de sefializacion activadas por la CT-1.

La via JAK/STAT transduce sefiales de proteccién contra la respuesta inflamatoria, **®

319-321 322

protege de la isquemia , y del estrés oxidativo promueve la angiogénesis v,
consecuentemente, la oxigenacion del tejido durante la reperfusién. También controla el

metabolismo del colageno intersticial, con una reduccién en la fibrosis cardiaca 3*°.

Respecto a la via PI3K/Akt, estimula, al igual que la ruta p42/44 MAPK, la supervivencia de

miocitos cardiacos contra la apoptosis inducida por la respuesta inflamatoria 2.

Ni la activacién de la via MEK/ERK1/2 ni PI3K/Akt por si solas son suficientes, en cuanto a
la proteccién cardiaca contra estimulos no isquémicos *** y reoxigenacién **? mediados por CT-1,
por lo tanto MAPK y PI3K/Akt podrian cooperar en los efectos pro-supervivencia mediados por la

CT-1 313324
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Una de las vias claramente implicadas en la inhibicidn de la sefial apoptdtica es la via de la
PI-3K/AKT. La activacion de PI-3K induce la activacidn por fosforilacién de AKT en la serina 475 y
treonina 308. La activacién de AKT provoca a su vez la fosforilacion de BAD en las serinas 112 y
136. BAD es un miembro de la familia de Bcl-2 y es un regulador importante de la seial de
supervivencia. BAD inactivo dimeriza con las proteinas Bcl-x o Bcl-2 neutralizando su actividad
antiapoptética. La fosforilacion de BAD conlleva la liberacion de Bcl-2 o Bcl-x que suprimirdn la via

307 por la via

de apoptosis. Por lo tanto la CT-1 también fosforila el factor proapoptdtico, BAD
PI3K/Akt, ejerciendo proteccién atribuida en parte a la sobreregulacién del gen antiapoptdtico
bcl-2 y la disminucién del proapoptético bax *2°.

También, se ha demostrado que CT-1 activa el factor nuclear kappa B (NFkB) en

32 327

cardiomiocitos 3%, hepatocitos **’, células endoteliales de la vena umbilical 3® y neuronas

sensoriales 3%,

Los factores de transcripcion tienen un importante papel en el balance
apoptosis/supervivencia. NFkB es activado a través de diferentes cascadas de sefializacion tales

como Akt y ERK que fosforilan IkB.

6.3.- Efectos de la cardiotrofina-1

Se ha demostrado que CT-1 tiene efectos multiples sobre una gran variedad de tejidos

incluyendo corazén, higado, sistema neuronal, etc. *****.

6.3.1.- Efectos de la cardiotrofina-1 en el corazén

En el corazén la CT-1 es sintetizada por cardiomiocitos y por otras células “no

cardiomiocitos” siendo secretada via seno coronario hacia la circulacién periférica **°.

CT-1 es de gran importancia en el desarrollo cardiaco, aumenta la proliferacién de
miocitos embrionarios cardiacos y la supervivencia de cardiomiocitos de neonatos en cultivo. La
CT-1 juega un papel autocrino durante el crecimiento y la morfogénesis del corazén, por lo que no

solo actla por mecanismos paracrinos, sino también por mecanismos autocrinos 276337,
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Se ha demostrado, tanto in vitro como in vivo que CT-1 tiene un gran numero de
funciones diferentes, entre ellas, proteccion de miocardio, induce efectos hemodindmicos, y tiene
propiedades endocrinas. CT-1 también estd involucrada en patologias cardiovasculares como
hipertension, enfermedades valvulares, fallo cardiaco y enfermedades de arterias coronarias 338 y

la administracidn crénica de la CT-1 incrementa el peso del corazdn y el ventricular **2%°,

6.3.1.1.- Efectos cardioprotectores

Hipoxia de miocardio

Se ha demostrado un aumento de la expresion de CT-1 en diversas situaciones
fisiopatoldgicas de hipoxia cardiaca: 1) durante enfermedades cardiacas como la angina de pecho,
infarto cardiaco e insuficiencia cardiaca **°, 2) en el corazén embrionario donde la masa del
corazén incrementa a través de hiperplasia celular cardiaca **°, 3) durante el crecimiento de

células madre embrionarias de ratén (ES) en tejidos embrionarios >*°.

La hipoxia estd asociada con incremento de los RLO producidos a través de la cadena
respiratoria mitocondrial o de la actividad de la NADPH oxidasa **".

Los RLO, producidos tanto endogena como exdgenamente, activan las distintas MAPKS
342,343

(ERK 1/2, INK 'y p38 MAPK), que juegan un importante papel en la diferenciacién celular

Durante el infarto de miocardio aumenta la produccién de RLO **

y se ha demostrado que
la hipoxia y los RLO generados por la NADPH oxidasa podrian regular la expresiéon de la CT-
134034534 5 sy vez la CT-1 activa las vias de sefializacidn MAPKs (ERK1/2, JNK, p38) y PI3K a través

de los RLO **’. (Figura 50)

Se ha demostrado que tanto los pro-éxidantes como la hipoxia fisioldgica asi como el
factor inducible por hipoxia (HIF-1a), incrementan los niveles tanto de proteina como de ARNm
de CT-1, indicando que la expresion de CT-1 es regulada por los RLO v la hipoxia >*. El tratamiento
con pro-oxidantes incrementa la fosforilacion de gp130 y la expresidon de las subunidades p22-
phox, p47-phox, p67-phox, de la NADPH oxidasa, asi como el ARNm de Noxl y Nox4.
Consecuentemente, la inhibicion de la actividad de la NADPH oxidasa por inhibidores como
diphenyleneiodonium (DPI) y otros, anulan la sobreregulaciéon de CT-1 inducida por prooxidantes

277

e hipoxia quimica. Los pro-oxidantes activan ERK1, 2, JNK y p38 asi como PI3-K “*/, y la sobre

expresion de CT-1 mediada por prooxidantes se inhibe en presencia de antagonistas de ERK1/2,

JNK, p38, PI3K y Jak-2 asi como de secuestradores de radicales libres 346348
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CITOPLASMA

HIfF-1 ——> CT-1

Fastores de transcripcion
Proliferacion celular

Figura 50.- Esquema de las vias de sefializacion activadas por RLO e hipoxia. Modificada 7

La CT-1 estd implicada en el crecimiento y la supervivencia de las células cardiacas. Se ha
demostrado recientemente en cultivos de células madre murinas embrionarias (ES), que la CT-1
estimula significativamente la cardiomiogénesis y la proliferacién celular por un mecanismo en el
que estan involucradas la activacion de las cascadas de sefializacidn molecular JAK/STAT, MAPK y

346

NF-kB, y en el que también estan implicados los RLO >, ya que el aumento de la proliferacidon se

inhibiod con el tratamiento previo con vitamina E, (secuestrador de los RLO), lo que indica un papel

para los RLO en la cascada de sefializacién de la CT-1 **.

La expresién de CT-1 aumenta después de un estimulo hipdxico y en este medio hipdxico

se incrementa la capacidad para la activaciéon de STAT3 en miocitos cardiacos. **

También, se ha investigado sobre los efectos de la CT-1 en la diferenciacién y maduracion
de células madre in vitro, (de la médula ésea mesenquimal de rata; BMMSCs), y los resultados

indican que la CT-1 mejora la diferenciacion y maduracion de las células BMMSCs a células
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semejantes a cardiomiocitos. Este efecto de la CT-1 podria ayudar a encontrar un nuevo método

en la terapia celular en infarto de miocardio a partir de BMMSCs **°3°°,

Dafio por isquemia/reperfusion

CT-1 ha demostrado ser capaz de promover tanto la proliferacién como la supervivencia
de miocitos cardiacos tanto embrionarios como neonatales en concentraciones
subnanomolares®’. En numerosos estudios experimentales la CT-1 actia como un potente factor
de supervivencia cardiaca, y promueve la proliferacion de cardiomiocitos tanto in vivo como in

. 316,331,351,352
vitro .

Estudios sobre la CT-1 en el corazdn postinfarto revelan una elevada expresién en la zona
del infarto desde las 24 horas a las 8 semanas, asi como una elevada expresion de la CT-1 en el

miocadio viable en la fase crénica de restauracion del dafio **°

. Hay claras evidencias que apoyan
los efectos beneficiosos de la CT-1 durante el periodo temprano despues del infarto de miocardio
en la reparaciéon del dafio a través de las siguientes acciones: 1) promover la supervivencia celular
del miocardio, 2) inducir hipertrofia de los miocitos que sobrevivieron, 3) inducir la proliferacién y
migracion de fibroblastos desde la zona contigua del miocardio viable. La CT-1 reduce la pérdida

de miocitos con la regeneracién de la cicatriz del infarto y una mejoria en el funcionamiento

339,353 354,355

ventricular . Ademds, la CT-1 induce proliferacién, migracion de fibroblastos .y sintesis

339,353,356,357

de coldgeno . Por lo tanto, en modelos de ratas con isquemia de miocardio, la CT-1

juega un papel muy importante en la reparacién del tejido y su cicatrizacion **°.

Varios estudios, han demostrado, que tanto en células cardiacas neonatales como
adultas, que la CT-1 tiene efectos citoprotectores contra la isquemia, tanto si se afiade antes
como después del estimulo hipdxico **. Ademas también protege a células cardiacas neonatales
de la muerte, provocada por estimulos no isquémicos como angiotensina Il y peréxido de

hidrégeno 312,313,324,359

En el corazén adulto en ratas se ha observado un incremento de la expresion de CT-1 en
cardiomiocitos y fibroblastos después del infarto de miocardio **°. El pretratamiento con CT-1 en
ratas sometidas a una ligadura de la arteria coronaria izquierda hace que el numero de
cardiomiocitos apoptoéticos también sea menor, junto con una inhibicion significativa de P53, Fas
y Bax y un incremento de la expresién Bcl-2 en el miocardio ***. En otro estudio se ha demostrado
que la CT-1 tiene un efecto cardioprotector importante en un modelo murino de infarto de
miocardio, observando como el indice de apoptosis fue inferior en el grupo tratado con un

adenovirus de CT-1 (AdCT-1), inyectado directamente en la zona del miocadio isquémico.

Pégina | 141



TESIS DOCTORAL:
Maria Begofia Garcia Cenador

También se observé como en el grupo tratado se inhibia significativamente Fax, Bax y P53 y
aumentaba la expresién de la CT-1y Bcl-2, junto con una disminucion en la activacién de caspasa-

3y en la liberacién del citocromo C **.

Se investigaron también los efectos protectores de la CT-1 en el miocardio humano
sometido a un precondicionamiento isquémico (PC). CT-1 induce una proteccion significativa del
miocardio humano contra la lesién isquémica cuando el tejido esta expuesto a este factor por un
periodo largo (por ejemplo, 24 h), pero no cuando se expone durante un corto periodo (por
ejemplo, 2 h). Ademas, la proteccidon conferida por una exposicion larga a CT-1 es tan potente o
incluso mayor que la obtenida por un segundo PC. La proteccién inducida por la CT-1, pero no la
inducida por el PC, puede ser abolida por anticuerpos contra la CT-1, lo que sugiere que su accidn
beneficiosa se lleva a cabo por diferentes mecanismos>®*.Ratones knock-out de gp130 mostraron
un incremento significativo en la apoptosis de miocitos cardiacos. Esos resultados indican que las
vias dependientes de gp130 son esenciales para la supervivencia de miocitos y para disminuir la

apoptosis en mecanismos de estrés 364,
STAT-3 no afecta al proceso antiapoptdtico llevado a cabo por la CT-1 en

cardiomiocitos®®>. En cardiomiocitos los efectos antiapoptéticos de la CT-1 son
predominantemente transmitidos via MAPK y necesariamente requieren la activacion de ERK1/2
32438 Estudios sobre dafio por I/R en ratas revelan que la activacién de ERK1/2 por la CT-1
protege los cardiomiocitos de la apoptosis, tanto si es anadida antes de la isquemia o durante la

reperfusién, por lo que podria tener un potencial terapedtico este proceso *****?

, 'y esos efectos
protectores se bloquearian si se administra un inhibidor de la via p42/p44 MAPK
313,316,324,326,337,359,367388 | o5 efectos de la CT-1 en la supervivencia celular se llevan también a cabo
a través de la via de sefializacion p38 MAPK y PI3K/Akt *'3324326 y es necesaria la activacion de NF-

kappa B, mientras son independientes en gran parte de STAT3 316326337,367.368

Parece ser que la seializacion a través de la cual CT-1 ejerce su papel en la supervivencia
celular es la via PI3K/Akt mediante la fosforilacion del factor proapoptético BAD 307323:352365,369-371
Si se administra el inhibidor de PI3K/Akt (LY294002) se inhibe la fosforilacién de BAD y el efecto
antiapoptético, sugiriendo que la fosforilacion de BAD es uno de los pasos clave por los cuales

PI3K/Akt lleva a cabo los efectos de supervivencia inducidos por CT-1 3%, (Figura 51)
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i PI3K Figura 51.- Via de la fosforilacion de BAD a través de la
l l CT-1.
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El tratamiento, de cultivos celulares de cardiomiocitos de neonatos con CT-1, induce un
aumento en la sintesis de las proteinas de choque térmico (hsp70 y hsp90) **?y se ha demostrado
que debido a la expresién de estas proteinas hsp70 y hsp90, los cardiomiocitos tratados con CT-1

275,352,336,368371 ) 5 efectos de la CT-1 no

estan protegidos del estrés isquémico y del estrés térmico
van acompafiados de un aumento en los niveles del mMRNA de hsp y estos efectos de la CT-1 son
insensibles a un inhibidor de la sintesis del mRNA, (la actinomicina D), sugiriendo que ocurren a
nivel post-transcripcional. El pre-tratamiento con la CT-1 reduce la capacidad del shock térmico
para inducir la expresion de hsp y este efecto ocurre a nivel transcripcional.Por lo tanto, la CT-1y

el estrés inducen las hsps por vias diferentes que unas pueden ser antagonistas de las otras >*.

Hipertrofia cardiaca

La CT-1 se aisléd en 1995 basada en su capacidad de causar hipertrofia en cultivos de
miocitos cardiacos % La hipertrofia inducida por la CT-1 es mayor que la inducida por otros
miembros de la familia IL-6 o que otros mediadores conocidos que producen hipertrofia

cardiaca®®3%,

Estudios previos han indicado que el CT-1 induce un aumento en el tamano del miocito,
caracterizado por un incremento significativo en la longitud de la célula, sin embargo poco o

ningln cambio en el ancho de la célula debido a la adicciéon en serie de nuevas unidades de
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sarcomeros, lo que lo hace diferente de los fenotipos hipertréficos inducidos por otros

estimulos®®.

A pesar de afios de intensa investigacion, los mecanismos exactos por los que CT-1 induce
hipertrofia en cardiomiocitos no estdn del todo claros. Una serie de experimentos han
identificado a GATA4, (miembro de la familia de factores de transcripcién zinc finger GATA), como
un regulador transcripcional para la generacién de hipertrofia cardiaca, ya que regula
directamente genes hipertréficos como ANF y BNP. Ademads la CT-1, durante la hipertrofia
cardiaca, aumenta la expresion de GATA4 de manera concentracion y tiempo dependiente, por lo

que GATA4 podria ser el principal inductor de la hipertrofia cardiaca inducida por la CT-1 3®.

El incremento significativo del ARNm de GATA4 sugiere un mecanismo regulador, en el
que el contenido total de GATA4 es sobreregulado por CT-1 y puede estimular los fibroblastos
cardiacos para producir mas sintesis de colageno extracelular y participar en la remodelacién del
corazon. La expresion del ARNm de GATA4 podria desempefiiar el papel principal de la hipertrofia

de cardiomiocitos inducida por CT-1 3%,

A la activacién de la via JAK/STAT3 se le asignd el papel de producir la hipertrofia cardiaca
en respuesta a la estimulacion con CT-1, porque la hipertrofia producida por CT-1 se inhibe

303,316,365,368,372

cuando se usa partenolide (un inhibidor de STAT) . La expresién de GATA4 en
respuesta a CT-1 también se inhibe significativamente cuando se utiliza partenolide **. STAT3
desempenfia un papel principal en la hipertrofia cardiaca inducida por CT-1. Ya se ha visto antes,
que la activacién de la via ERK1/2 era necesaria para la proteccién cardiaca inducido por CT-1,

pero no para la hipertrofia !¢

. Otros estudios mas recientes, sugieren que en la sefializacién
intracelular dependientes de la gp130, la actividad de STAT3 podria ser regulada negativamente
por ERK1/2 2737337 Hasta la fecha, la importancia de la via de la ERK1/2 sigue estando en
controversia. Se ha demostrado que cuando se afiade un inhibidor de ERK1/2 (U0126) a
cardiomiocitos estimulados con la CT-1, se incrementa la expresion de GATA4 y este incremento

365

era menor, si ademas se afiade un inhibidor de STAT3 (partenolide) *>>. ERK1/2 parece ser un
elemento autorregulador de la cascada de seiializacidon de CT-1, pudiendo inhibir la fosforilacidon

de STAT3 y actuando como regulador negativo en la respuesta hipertréfica inducida por la CT-

303,375
1 .

Este resultado sugiere que la via de sefializacion de ERK podria desempefar un papel
indirecto en este proceso por regulacién negativa de STAT3. La hipertrofia cardiaca podria ser

beneficiosa como compensacién de las funciones cardiacas, cuando se produce en el periodo
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inicial, o perjudicial cuando este proceso se prolonga. Por lo tanto, la regulacidon negativa de
STAT3 por ERK1/2 en la respuesta de GATA4, inducida por CT-1, podria ayudar a la CT-1 a ejercer
un efecto hipertrofico adecuado. Sin embargo, hay resultados que sugieren que la via responsable
de la respuesta hipertréfica de la CT-1 no es la via JAK/STAT3, ni la via MEK/ERK1/2, sino por la
ruta MEKS/ERKS 3%%7°,

También se ha descrito que los efectos hipertréficos de la CT-1 en células cardiacas son
dependientes de la sintesis de hsp56 a través de la activacion de JAK/STAT, MEK/ERK y PI3-
K/Akt®".

CT-1

7N\

JAK/STAT MAPK Figura 52.- Vias de sefializacién

mediante las cuales podria llevar a

i cabo la CT-1 sus efectos, en
i hipertrofia y supervivencia
5 R

HIPERTROFIA CARDIACA SUPERVIVENCIA
PROTECCION

Estudios previos también indican que GATA4 podria jugar un importante papel en la
regulacién de la apoptosis y supervivencia de cardiomiocitos adultos via fosforilacion de la serina

105 de ERK1/2 37837,

En resumen como podemos ver en la (Figura 52) 1) MAPK/ERK juega un papel esencial en
la funcion de supervivencia de la CT-1; 2) la regulacion de la CT-1 sobre los procesos apoptéticos
es mediada en parte por GATA4 y por otras vias que tienen sus efectos a través de de ERK1/2 y 3)
las vias de sefializacién STAT3 y ERK juegan diferentes papeles en procesos hipertréficos y

279,351,378,380-384

antiapoptéticos mediados por la CT-1 . Por ello, podemos deducir, que la CT-1 utiliza

vias divergentes para la activacion de hipertrofia y supervivencia *®.
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Estudios sobre la remodelacidon ventricular en ratas y conejos hipertensos demuestran
que la expresion del mRNA de CT-1, estd incrementado en estados tempranos de hipertrofia

ventricular *

!y permanece elevado después de la hipertrofia **!. Interesantemente, se ha
demostrado que el mRNA y la proteina de CT-1 junto con la expresion de gpl30 estan
significativamente incrementados en la transicion de la hipertrofia ventricular izquierda a la

insuficiencia cardiaca congestiva ***.

La noradrenalina también tiene efectos hipertréficos cardiacos, tanto in vivo como in vitro
y se ha visto que la expresién del mRNA de CT-1 aumenta tanto en miocitos como en células “no
miocitos” estimulados con noradrenalina®?. Por lo que la CT-1 podria actuar tanto de forma
autocrina como paracrina en el corazon?”?®. También se ha visto que la CT-1 podria estar
involucrada en la hipertrofia de miocardio inducida por altos niveles de glucosa e insulina e inhibe

los efectos de pioglitazén en la hipertrofia de miocardio **.

En el corazén de animales con carditis chagdstica el mRNA y la proteina de CT-1 era mayor
qgue en el control, y esta sobreexpresién podria proporcionar un mecanismo de proteccion para

los miocitos, y explicar el desarrollo de la hipertrofia cardiaca compensatoria .

CT-1 en hipertrofia cardiaca asociada a otras patologias cardiovasculares

La CT-1 también estda involucrada en hipertrofia cardiaca asociada a patologias
cardiovasculares como hipertensién, enfermedades valvulares, fallo cardiaco y enfermedades de

arterias coronarias >*%.
+ Hipertensién

Los niveles de CT-1 en plasma parecen ser mas altos, en humanos hipertensos tanto con
. . . 387-390
tratamiento como sin tratamiento, que en normotensos .

La enfermedad hipertensiva cardiaca se caracteriza por la presencia de hipertrofia
ventricular izquierda (LVH) en ausencia de una causa diferente a la hipertension arterial. Junto
con el crecimiento de los cardiomiocitos, la deposicién exagerada de fibras de coldgeno, que

produce una fibrosis miocardica, también contribuye a una reestructuracion ventricular en

I 387,391

hipertension arteria . Se ha propuesto la participacién de las vias dependientes de gp130 en

este fendmeno **°. Un experimento en ratas, indica que las citocinas relacionadas con IL-6 podrian

392

participar en el desarrollo de la hipertensién en LVH. En efecto los niveles de CT-1 en plasma

parecen ser mas altos, en humanos hipertensos tanto con tratamiento como sin tratamiento, que
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en normotensos 3%, Ademads, entre pacientes hipertensos, CT-1 es mas elevada en pacientes

con LVH que en aquellos que muestran un espesor ventricular normal *%.

En pacientes con cardiomiopatia dilatada, los niveles de CT-1 en plasma estan
aumentados, siendo significativamente mds altos en el grupo de mayor masa del ventriculo
izquierdo que en el grupo de menor masa del ventriculo izquierdo. Hay una correlacion positiva
significativa entre el nivel de CT-1 en plasma y el indice de masa del ventriculo izquierdo. Tras
estudiar multitud de factores humorales y factores hemodinamicos, se observa que los altos
niveles de CT-1 en plasma de pacientes con cardiomiopatia dilatada e hipertrofia ventricular son
independientes de estos factores. Estos resultados indican que CT-1 juega un importante papel en

la remodelacién estructural del ventriculo izquierdo en pacientes con cardiomiopatia dilatada®**.

Por otra parte los niveles de CT-1 en plasma correlacionan mejor con LVH que otros

marcadores como el amino-terminal pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNP)**

. En pacientes
con hipertensidon esencial, existe una correlacién entre los niveles de CT-1 plasma y la masa
ventricular izquierda inapropiada (ILVM, definido como el valor entre la masa ventricular
izquierda/masa ventricular izquierda pronosticada > 128%)**%. Ademas, en hipertensos tratados,
la normalizacion de CT-1 esta asociada con la regresion de LVH/ILVM, sin embargo el incremento

de CT-1 esta asociado con la persistencia de LVH/ILVM?33%,

La hipertension sistémica, que produce una sobrepresién mecanica sobre el ventriculo
izquierdo, activa varias vias de estrés induciendo un incremento de la masa ventricular
izquierda.Con respecto a esto, se ha demostrado que la secrecién de CT-1 es estimulada por
extension/presion ventricular’®. Un campo muy interesante es el LVH fisiolégico, donde la
hipertrofia ventricular izquierda representa una respuesta fisiolégica y reversible adaptada al
ejercicio. De acuerdo con observaciones preliminares®*®, no hay diferencias entre los niveles de
CT-1 basal en plasma en atletas de élite e individuos sanos, lo que parece sugerir que CT-1 no esta

involucrada en la génesis del LVH fisiolégico®’.

4+ Enfermedades valvulares

Las enfermedades valvulares representan un grupo heterogéneo de enfermedades
cardiacas caracterizadas por una alteracién en la morfologia y funcién de una o mas valvulas

cardiacas.Se ha investigado el potencial papel de la CT-1 en la dilatacion ventricular debido a la
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regurgitacion valvular®®. Se ha observado un aumento significativo de CT-1 en plasma en
pacientes con regurgitecion mitral y funcidon sistélica ventricular izquierda normal. El
comportamiento sistdlico ventricular izquierda normal se da en individuos con una regurgitacion
mitral importante y podria ser debido a la adicidon continua de sarcomeros ordenados en serie
para el mantenimiento de la funcidn ventricular izquierda. Esta respuesta compensatoria podria
representar una fase temprana del dafio. Por otra parte, se han encontrado niveles elevados de
BNP en plasma en individuos con regurgitacién mitral crénica y ademas se ha observado un efecto
estimulatorio de CT-1 sobre la expresidn del gen BNP y la secrecidn del péptido®*®. Este hecho
sugiere que los elevados niveles de CT-1 simplemente representan un estado temprano de la

cascada neuro-humoral que produce elevados niveles de BNP en plasma.

También, se ha demostrado que el trasplante de mioblastos esqueléticos transfectados
con el gen de la CT-1 en ratas hipertensas Dahl salt-sensitive prolonga la expresiéon de CT-1 vy
mitiga la transicion de hipertrofia compensatoria a fallo cardiaco, preservando la funcién cardiaca

de manera mas efectiva>®.

La CT-1 ayuda a preservar la contractilidad, debido a los cambios estructurales y a la
reduccion de la proteina calsecuestrina que juega un importante papel en el mantenimiento del
Ca’* intracelular, aunque, largas exposiciones a CT-1 inducen disfuncién contractil in vitro de

manera dosis-dependiente®.

& Estenosis adrtica

También se ha demostrado que la elevacion de CT-1 y NT proBNP en pacientes con
estenosis adrtica se correlacionan con el mdximo gradiente de presién adrtica transvalvular.
También se ha demostrado que CT-1 es el indicador mas significativo de la gravedad de Ia
estenosis adrtica. La alta correlacién de los niveles de CT-1 con la gravedad de la estenosis adrtica
sugiere su uso potencial en el diagnético de la progresién del dafio cardiaco mediante medios no

invasivos®®,

4 Insuficiencia cardiaca congestiva

La insuficiencia cardiaca congestiva (CHF) es un estado en el cual |la capacidad del corazén
para bombear sangre rica en oxigeno al cuerpo es inferior a las necesidades del organismo. Es
conocido que diversos factores neuro-humorales incluyendo las citocinas esten activadas y juegan

un importante papel en la patofisiologia del CHF.
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ANP y BNP son hormonas producidas por el corazén y se aceptan como marcadores
sensibles y especificos para CHF. La expresion del gen de la CT-1 estad incrementada en modelos
de CHF experimental®!. Como ya se ha dicho anteriormente el ensanchamiento ventricular

estimula la secrecion de CT-1>%°

. Sin embargo, el papel de la CT-1 en la patofisiologia de CHF o
como marcador de CHF no esta claro. Los niveles de CT-1 en plasma aumentan con la gravedad
del CHF. Por lo tanto, las concentraciones de CT-1 son muy altas en corazones de pacientes con

|402

CHF en estado final™*, Ademas los niveles de CT-1 en plasma correlacionan con el indice de masa

ventricular izquierda en pacientes con cardiomiopatia dilatada (DCM)***

, que se caracteriza por
sobrecarga en el volumen, sugiriendo un papel importante patofisiolégico en la remodelacién del
ventriculo izquierdo y/o en la hipertrofia ventricular izquierda en pacientes con DCM. Ademas, la

activacion del gen de CT-1 ventricular precede a la activacion del gen de BNP en CHF*®.

En disfuncidn ventricular izquierda temprana, la expresién del gen de CT-1 ventricular esta
aumentada, mientras que la expresidon del gen de BNP no lo esta. Esas observaciones aumentan la
posibilidad que la CT-1 ventricular sea un biomarcador para detectar la disfuncién ventricular
temprana en CHF, al igual que el BNP es un evidente marcador de CHF. También han demostrado,

en pacientes con CHF, un valor de prondstico adicional de CT-1 sola o combinada con BNP***4%,

Sepsis

El tratamiento con CT-1 inhibe significativamente la produccion de TNF-a tanto en el
suero como en el corazon en ratones tratados con lipopolisacaridos (LPS). Los efectos parecen ser
directos ya que también inhiben la produccién de TNF-a en cultivos de células sanguineas a los
qgue se les afladen LPS. Ademads CT-1 podria tener un papel protector en algunas enfermedades
mediadas por TNF-a*®. La CT-1 potencia el aumento de los niveles en suero de corticosterona y

de IL-6 inducidos por IL-1B e induce la proteina de fase aguda amiloide A en suero.

Se han estudiado los efectos de la CT-1 sobre la disfuncién cardiaca en un modelo de
sepsis inducida por LPS en ratas. LPS provoca una reduccidn de la funcidn sistélica y dilatacion de
la cavidad ventricular entre las 3-6 horas después de la administracién, acompafiados de un
incremento en la fosforilacién ventricular de STAT1 y STAT3, activacion de NFkB y expresion del
MRNA de la iNOS. La administraciéon de CT-1 inmediatamente antes a la administraciéon de LPS
inhibe todos esos cambios inducidos por LPS. Para determinar si la expresion de SOCS1 en

cardiomiocitos es suficiente para inhibir la expresion del mRNA de iNOS inducida por LPS vy
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citocinas se investigaron, los efectos de la expresién forzada de SOCS1 en cultivos de
cardiomiocitos de neonatos mediante un sistema de transfeccidén por un adenovirus. La expresion
forzada de SOCS1 inhibe significativamente la transcripcién de iNOS inducida por LPS, TNF-a e
INF-y. Estos datos sugieren que la expresiéon de SOCS1 mediada por la CT-1 en cardiomiocitos

podria ser utilizada para prevenir la depresién miocérdica inducida por la sepsis®®.

6.3.1.2.- Efectos hemodinamicos

Ademads de fomentar el crecimiento y desarrollo cardiaco, CT-1 también tiene efecto
sobre funciones hemodindmicas y cardiovasculares.Se ha demostrado que la administracién
intravenosa de CT-1 (4-100 pg/Kg) a ratas causa hipotension sistémica dosis dependiente®”. La
respuesta depresora de la CT-1 coincide con una reduccién en la resistencia vascular sistémica y
da lugar a una significativa elevacién en el gasto cardiaco asociado con un incremento
concomitante en la frecuencia cardiaca. Esto indica que la hipotension es causada por
vasodilatacion. Interesantemente, tanto el efecto depresor de CT-1 sobre la presién sanguinea
como los efectos taquicardicos se reducen significativamente cuando se tratan con un inhibidor
de la éxido nitrico sintasa (L-NAME), sugiriendo que los efectos hemodinamicos de CT-1 podrian
ser mediados por el éxido nitrico®®”. Ademas, la administracién aguda de CT-1 produce un
aumento significativo en la dP/dt del ventriculo izquierdo, sugiriendo que la administracion aguda
de CT-1 ayuda a preservar la contractibilidad ventricular. Por el contrario, largas exposiciones a
CT-1, inducen disfuncién contractil en tejidos cardiacos reconstituidos con miocitos cardiacos de

neonatos de rata*®.

6.3.1.3.- Propiedades endocrinas cardiacas

La CT-1 también afecta a la funcién endocrina del corazén ya que, estimula la secrecién
del péptido natrurético tipo B (BNP) y del péptido natrurético tipo A (ANP). La trascendencia del
incremento en la expresion de los genes de ANP y BNP por la CT-1 no estd clara todavia. Aunque
ANP y BNP tienen propiedades hipotensivas in vivo, es poco probable que sean los responsables
de la disminucién en la presidon sanguinea causada por la administracién de CT-1, ya que sus

efectos hipotensivos no son bloqueados por L-NAME*%.

Los efectos de la CT-1 sobre el corazon se resumen en la Tabla VIII.
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Tabla VIII.- Efectos de la CT-1 en el corazén

EFECTOS DE LA CT-1 EN EL CORAZON

IN VIVO IN VITRO
EFECTOS CARDIOPROTECTORES
. En hipoxia de miocardio . Hipertrofia de miocitos cardiacos
. En daiio por I/R . Efectos protectores contra estimulos
. En hipertrofia cardiaca hipoxicos/isquémicos
. En sepsis cardiaca . Incremento de supervivencia celular y de proteinas de
choque térmico (hsp70 y hsp90)
EFECTOS HEMODINAMICOS . Sintesis de DNA y de colageno en fibroblastos cardiacos
. Incremento del gasto cardiaco en proporcion al ritmo cardiaco . Diferenciacion y maduracion de células madre a células
. Incremento del ratio entre el peso del corazén y el corporal y semejantes a cardiomiocitos.
también entre el peso ventricular y el corporal

Una administracion aguda preserva la contractibilidad ,

. Disminucion de la presion arterial media y de la resistencia largas exposiciones inducen disfuncién contréctil

vascular sistémica.

PROPIEDADES ENDOCRINAS

. Incremento en la expresion ventricular del péptido natriurético
tipo Ay B (ANP-BNP)

CT-1 EN ENFERMEDADES VALVULARES

. HIPERTENSION CT-1 en plasma podria ser utilizado para el
seguimiento en la clinica .

. REGURGUITACIONCT-1 en plasma podria ser utilizada para
observar bioquimicamente la progresion de la regurguitacién mitral.

. ESTENOSIS AORTICA CT-1 podria ser utilizada como un marcador
para identificar el momento éptimo para la cirugia en estenosis
aortica

. INSUFICIENCIA CARDIACA CONGESTIVACT-1 como un

biomarcador para detectar la disfuncién ventricular temprana en
CHF y en la remodelacién estructural en CHF.

CT-1 EN ENFERMEDADES DE LAS ARTERIAS CORONARIAS

. INFARTO DE MIOCARDIO

. ANGINA DE PECHO
La CT-1 induce proliferacién de cardiomiocitos y fibroblastos.
Induce la proliferaciéon de proteinas de fibroblastos (colageno).
Importante papel en la formacién de la cicatriz y en su remodelacion.

Desarrollo en la remodelacién ventricular y del fracaso cardiaco
después del infarto de miocardio agudo

6.3.2.- Efectos de la cardiotrofina-1 en el pulmdn

La CT-1 se detecta en abundancia en pulmén de humano adulto y se expresa en las células

del musculo liso bronquial (HBSMC), tanto en humano adulto como en feto*®.

En un estudio in vitro, en células fetales, en ausencia de suero, el TGFB-2/1L-4 induce la
liberacién de CT-1 lo que reduce la apoptosis inducida tanto por la deprivacidon de suero como por
el tratamiento con el anticuerpo Fas/TNF-a, con mayor eficacia que el resto de la familia de IL-
6674 E| efecto antiapoptdtico de la CT-1 se produce a través de la activacién de la via de

sefializacion MAPK/ERK1/2, ya que un inhibidor de ERK1/2 (PD98059), reduce dicho efecto.

La CT-1 también induce un significativo incremento en el tamafio celular in vitro, valorado

mediante proteina/ratios DNA y citometria de flujo. Por lo tanto la CT-1 podria contribuir a la
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reduccién de la apoptosis y al incremento de la masa del musculo liso en dafio de la via

respiratoria334'409.

El tratamiento con CT-1, en un modelo de hipertensidon con hipoxia pulmonar crénica,
protege la funcidn endotelial de la arteria pulmonar; disminuye la presion arterial pulmonar y

atenua la hipertrofia ventricular derecha**’.

La CT-1 previene de la acumulacion neutrofilica pulmonar inducida por la administracion
de endotoxinas (ETX), asi como del edema pulmonar. La CT-1 disminuye el deterioro significativo
en el endotelio causado por la ETX, ademas la CT-1 posee propiedades antiinflamatorias en

modelos de dafio pulmonar agudo inducido por ETX*".

6.3.3.- Efectos de la cardiotrofina-1 en el higado

6.3.3.1.- Efectos hepatoprotectores

Respuesta inflamatoria hepatica

Cuando se afiade CT-1 a los cultivos celulares tanto de HepG2 como de H35, se induce la
produccidn de varias proteinas de fase aguda (haptoglobina, fibrindgeno, al-acidaglicoproteina, a
2-macroglobulina) de forma dosis dependiente. Sin embargo, si afadimos el anticuerpo
neutralizante anti-gp130mAb, en presencia de la CT-1, se inhibe la inducién de la sintesis de
proteinas de fase aguda, indicando que la subunidad gp130 es absolutamente necesaria para la
formacidn de un receptor funcional para la CT-1. Y ademas esos resultados demuestran que la CT-
1 podria tener un importante papel en la regulacién del metabolismo de hepatocitos en la

respuesta inflamtoria*'?.

Apoptosis hepatica

Los ratones CT-1(-/-) mueren mas rapido que los animales wild-type después de
administrar una dosis letal del agonista de Fas (Jo-2). Con una dosis subletal de Jo-2 todso los
ratones wild-type sobrevivian. Sin embargo los ratones CT-1(-/-) desarrollan una apoptosis
hepatocitica con un 50% de mortalidad a las 24 horas. El pretratamiento con CT-1 mejora la

supervivencia y reduce el dafio, tanto en animales wild-type como en animales CT-1(-/-)**%

El andlisis del transcriptoma del higado en los ratones CT-1(-/-) y en los wild-type,

muestran 9 genes, expresados diferencialmente en los dos grupos de animales, asociados con

Pégina | 152



Sindrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la
Isquemia/Reperfusion y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina-1.

funciones de supervivencia y muerte celular. Cuatro de esos genes [IGFBP1, peroxiredoxin3,
TNFR1, y calpastatina (inhibidor enddgeno de la calpaina)], tenian disminuida su expresion en
ratones CT-1(-/-), siendo modulados con la administracién de la CT-1. Ademas el tratamiento de
los ratones CT-1(-/-) con el inhibidor de calpaina MDL28170 proporciona una significativa

proteccion contra el dafio inducido en el higado por Fas**%.

Viendo todo en conjunto, los ratones CT-1(-/-) son altamente sensibles a la muerte por
apoptosis mediada por Fas, debido en parte a la deficiente activaciéon de STAT3 y al inadecuado
control de la actividad de calpaina durante los procesos apoptdticos. Estos datos demuestran que
CT-1 es una defensa natural del higado contra la apoptosis, pudiendo tener un potencial

terapéutico importante®*?.

La CT-1 aumenta durante la regeneracion del higado después de la hepatectomia parcial y
ejerce potentes efectos antiapoptéticos sobre células hepatociticas. El tratamiento con un
adenovirus que codifica para la CT-1 protege de manera muy eficiente a las ratas contra el fracaso
hepatico fulminante, después de la hepatectomia subtotal, intervencion que causa una
mortalidad del 91% en animales controles, mientras que el 54% de los tratados con el gen de la
CT-1 sobrevivian a largo plazo. Esos efectos protectores se asociaban a una reduccién en la
actividad de caspasa-3 y a la activacidon de las vias de sefializacion STAT3, ERK1/2 y Akt en el

higado restante®".

La transferencia del gen de la CT-1 al higado también le protege del dafio provocado por
la concanavalina A (Con-A) y activa vias antiapoptéticas en el tejido hepatico. Una proteccién
similar se obtenia en animales tratados con CT-1 recombinante administrada intravenosamente
antes de la administracién de la Con-A*". Por lo tanto, puede deducirse que, la CT-1 es un factor
de supervivencia en hepatocitos que reduce de manera eficiente el dafio hepatocelular en

modelos animales con dafio agudo en el higado**>.

Las ratas sometidas a hepatectomia parcial y tratadas con NS-398, un inhibidor especifico
de COX-2, manifiestan una parada en el ciclo celular, incrementandose la apoptosis en los
hepatocitos, una continua activacién de ERK1/2 e incremento en la produccién de IL-6. Esos
cambios estdn asociados a la disminucién en la expresion de la CT-1 y COX-1. La administracién de
un adenovirus que codifica para la CT-1 a las ratas tratadas con NS-398, reestablece los niveles
normales de COX-1, prostaglandinas, y VEGF en el higado después de la hepatectomia parcial y

414

permite la regeneracion normal del higado™". Ademas, la estimulacion con CT-1 a hepatocitos
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aislados de rata, incrementa el mRNA de COX-1, COX-2 y VEGF vy la sintesis de prostaglandinas, v,
si afiadimos prostaglandina E1 a los cultivos incrementa la producciéon de CT-1 y VEGF.Por lo
tanto, la activacion de COX-2 y la produccion temprana de prostaglandinas después de la
hepatectomia parcial son esenciales para la proliferacién de hepatocitos y para correcta induccién

tanto de CT-1 como de VEGF.

Considerandolo todo, estos resultados sugieren que la CT-1 puede restablecer la
regeneracion del higado después de la inhibicion de COX-2 por incremento de VEGF, expresion de

COX-1, y sintesis de prostaglandinas***. (Figura 53)

Hepatectomia parclal

Actlvaclén de COX-2

-
//——é Prostaglandinas ]

Inducclén de CTOX-1

Proteccidén hepatica
Progresién del ciclo celular
Regeneracidn del higado

Figura 53.- Representacion esquematica de las posibles interacciones entre la CT-1, VEGF

y las ciclooxigenasas COX-1y cox-2"",

Se ha llevado a cabo un estudio para investigar el efecto del tratamiento de CT-1 en
transplante de higado en ratas, adminitrando en el higado donante un adenovirus que expresan la
CT-1 (AdCT-1). El pretratamiento con AdCT-1 mejoré de manera muy importante la funcién del
higado y la supervivencia de los injertos. En el grupo tratado con AdCT-1, la arquitectura del
higado estaba bien protegida, la apoptosis y necrosis celular era reducida; la proteina
antiapdptotica bcl-2 estaba sobreregulada y la proapoptética caspasa-3 activada estaba
disminuida, mientras que las vias de sefializacion ERK1/2, Akt y STAT3 estaban activadas después

del transplante.
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Por lo tanto el higado donante que ha sido transfectado con el AdCT-1 mejora el dafio por
I/R debido a una disminuciéon en la necrosis y apoptosis hepatica del higado transplantado,
mediado en parte por la activacion de las vias de supervivencia celular ERK1/2, Akt y STAT3.Estos
resultados podrian proporcionar un potencial clinico para mejorar el resultado en el transplante

317

de higado®’.

Isquemia/reperfusidn hepdtica

La administracion de la CT-1 a ratas o ratones protege al higado del dafio provocado por la
I/R mientras que los ratones deficientes en CT-1 son sumamente sensibles a este tipo de dafio>".
El precondicionamiento isquémico reduce significativamente los niveles de transaminasas e
inhibe la activacién de la caspasa-3 y de la c-jun-NH2 cinasa después de la I/R en un raton normal
pero no en un ratén CT-1(-/-). Ademas, los efectos protectores proporcionados por el
precondicionamiento isquémico se reducen por la administracién previa de un anticuerpo
neutralizante de la CT-1 (anti-CT-1). Se observa una importante fosforilacion de STAT3 en el tejido
hepatico después del precondicionamiento isquémico mas I/R en ratones normales mientras, que

no se observa en ratones CT-1(-/-)**.

El estrés oxidativo, es un proceso involucrado en la hepatoproteccion inducida por el

precondicionamiento isquémico, estimulo que libera CT-1 en hepatocitos aislados.

Interesantemente, la isquemia corta seguida de reperfusién corta causa una moderada
elevacidn de las transaminasas en suero y una fuerte activacién de STAT3 en ratones normales y
deficientes en IL-6. En cambio en ratones CT-1(-/-), no se produce activacion de STAT3 y se
produce una importante hipertransaminasemia. Por lo tanto la CT-1 es una defensa enddgena
esencial para la proteccion del higado en el proceso de I/R y un mediador clave en el efecto

protector inducido por el precondicionamiento isquémico>™.

6.3.3.2.- CT-1 en patologia hepatica

CT-1 en el fracaso hepatico fulminante

El fracaso hepatico fulminante (FHF) es una enfermedad de rapida evolucién, que carece
de tratamiento no quirdrgico efectivo. En un modelo de rata con FHF, inducida por la
administraccion intraperitoneal de D-galactosamina (1.4g/Kg). La administracion de CT-1ala 12y
18 horas indujo una supervivencia del 80% (12/15) y 70% (7/10), respectivamente mucho mayor

que en el grupo no tratado 28% (5/18). Ademas, en los grupos tratados, se observa una mejoria
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en las pruebas histoldgicas del higado, reduccién en el tiempo de activacién de la coagulacién, y
disminucién de los niveles de bilirrubina total y de alanina aminotransferasa en suero. La
administracion de la CT-1 disminuyé las células apoptdticas e incrementd la expresion de

marcadores de proliferacion celular en el tejido hepatico®™.

En un modelo in vitro de fallo hepatico (FH) inducido por D-galactosamina, la
administracidon de CT-1 disminuyd significativamente las células apoptéticas y la expresion de
moléculas proapoptéticas y aumentd la expresion de moléculas antiapoptéticas. Ademas las
células tratadas con CT-1 mostraron un incremento en la expresiéon de la gp130 y una sobre
regulacion de la ciclina D1 y de la Hsp90, lo que sugiere que la CT-1 podria proteger parcialmente
el higado del FH inducido por D-gal a través de sus efectos como molécula antiapoptdtica e

inductora de la reparacién celular*®.

También se ha demostrado que CT-1 puede ejercer un efecto protector en la cirrosis
hepatica inducida por CCL, después de una hepatectomia. La administracion de la CT-1 en ratas
mejora la expresion de NFkB (p65), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), Ciclina D1y
p42/44 en el higado remanente. Aunque la expresion de la gp130, estd disminuida en los
hepatocitos aislados de enfermos del higado cirrético, CT-1 podria estimular la proliferacion
celular. La administracion de la CT-1 mejora la expresion de NFkB (p65) y VEGF en los hepatocitos
enfermos. Por lo tanto la administracion de CT-1 podria mejorar la funcidn del higado remanente
en cirréticos y estimular la regeneracién del higado a través del aumento de la angiogénesis y de

la proliferacién celular®®’.

6.3.4.- Efectos de la CT-1 en el tejido neural

Se ha demostrado que la CT-1, protege de la degeneracidon neuronal inducida por
axotomia del nervio cidtico de neonatos y de la muerte neuronal por dafio en la médula espinal
en ratas adultas. [Zhang Z.F. y cols., 2003] La CT-1 reduce la muerte celular neuronal causada por
FeS0O4, en cultivos de neuronas corticales y también atenua los efectos neurotéxicos in vitro del
agente productor de peroxinitritos 3-morpholinosydnonimina, y del donador de éxido nitrico,
nitroprusiato de sodio (SNP). Asi mismo, previene del dafio cerebral provocado por una isquemia
cerebral focal en ratas. [Sola A. y cols., 2008; Wen T.C. y cols., 2005] El cerebro dafiado por
Hipoxia/lsquemia (H-1) cerebral y por isquemia cerebral focal, muestra muerte neuronal

416-419

progresiva por apoptosis . Numerosos estudios han demostrado que la caspasa-3 efectora y
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la caspasa-8 iniciadora, se activan tras la H/I en ratas de 7 dias**°, mientras que la inhibicién de las
caspasas 3 y 8 tiene efectos neuroprotectores421. La administracion de CT-1 reduce la apoptosis
neuronal, la actividad de la caspasa 3 y 8 y las proteinas asociadas a microtubulos (MAP),
marcador de dafio neuronal, tanto en isquemia cerebral focal in vivo, como en cultivos de
neuronas coticales expuestas a nitroprusiato sédico in vitro y se ha sugerido que lo hace a través

de la activacién de JAK/STAT3, NF-kB, ERK1/2, y Akt*?**%,

6.3.5.- Efectos de la CT-1 en el sistema neuromuscular

También se ha demostrado la produccidon de CT-1 en el sistema nervioso central tanto

224

postnatal como de adulto CT-1 podria ser importante en el desarrollo normal de la

motoneurona y podria servir para retrasar el deterioro de las motoneuronas frente a un dafio®®>.

La CT-1 juega un papel clave en la regeneracién e hipertrofia del musculo esquelético de
ratas*?. Los fenotipos que se han encontrado para los ratones knock-out de CT-1 son: pérdida de
motoneuronas (MNs) en la edad postnatal, reducién del nimero de MNs durante el desarrollo

426

(parte lumbar). En cuanto a los knock-out de los receptores LIFRB, y gp130 se observa pérdida

de MNs durante el desarrollo (~ 40%), y muerte al poco de nacer®***?’.

El 20% de los casos de esclerosis amiotrofica lateral familiar (FALS), tienen mutaciones en
la SOD1 .La inyeccién intramuscular de un vector adenoviral que codifica la CT-1 en ratones recién
nacidos con mutacion en la SOD1, suministra a las motoneuronas una fuente continua de CT-1
que retrasa el inicio del deterioro motor. La degeneracion axonal se relentiza y la atrofia muscular

esquelética se reduce por el tratamiento con CT-1*2%%%%,

En ratones recien nacidos con neuropatias motoras, la administracion de un vector
adenoviral de CT-1 prolonga la supervivencia de los animales y mejora las funciones motoras. Los
ratones tratados con CT-1 muestran una reduccidn significativa en la degeneracién de las
motoneuronas faciales. La inervacion terminal del musculo esquelético, enormemente alterado
en ratones no tratados, estaba casi completamente conservada en ratones tratados con CT-1*%.
Las citocinas CNTF y CT-1 inducen supervivencia a motoneuronas através de la activacion de la

PI3K necesitando sintesis de proteinas dependientes de la via JAK*®.

En ratones mutantes con atrofia muscular espinal, la inyeccién intramuscular del vector

adenoviral que expresa CT-1, mejora la media de supervivencia, retrasando el dafio motor y
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ejerce efectos protectores contra la pérdida de axones proximales motores y contra las anomalias
en el citoesqueleto de terminales sindpticas motoras, por lo que la administraciéon de CT-1 podria

ser una valiosa propuesta terapedtica en atrofia muscular espinal431.

Para caracterizar mas el papel de la CT-1 en la supervivencia de MNs, se han examinado:
(1) los efectos de la CT-1 sobre cultivos de MNs de pollo y ratén; (2) los efectos del tratamiento
con CT-1, en la supervivencia de MNs en el Utero de ratén y pollo; y (3) la supervivencia de MNs
en ratones con deficiencia en CT-1. Los resultados de los tres enfoques apoyan un papel

fisioldgico para CT-1 en la supervivencia de subpoblaciones de MNs en desarrollo®>.

Se ha demostrado también como el cotransplante de neuronas embrionarias, a las que se
le afiade CT-1 en el medio en el mismo momento del trasplante celular (aproximadamente 90
minutos despues de la disociacion celular), mejora la supervivencia de las neuronas y la funcion a

largo plazo de los musculos reinervados después de una denervacién del musculo®?.

Podemos concluir que la CT-1 ejerce efectos miotréficos y neurotroéficos en un modelo de
ratdn con dafio espontdneo de motoneuronas, lo que tiene un gran potencial teraputico en

humanos*®.

6.3.6.- Cardiotrofina-1y otros érganos

6.3.6.1.- Retina

Se ha observado que la CT-1 promueve la supervivencia de los fotorreceptores en ratas
transgénicas portadoras de la mutacién rodopsina S334ter. Se observé también un aumento
significativo de la fosforilacion de STAT1 y de STAT3 en la retina después de la inyeccion de CT-1.
El aumento de la STAT3 fosforilada se localizd con la glutamina sintetasa, un marcador de células
Miller. Estos resultados indican que la CT-1 promueve la supervivencia de los fotorreceptores y
gue probablemente las células de Miiller median este efecto. También sugieren que la liberacién

prolongada de la CT-1, es esencial para el rescate de los fotorreceptores a largo plazo***.

6.3.6.2.- Hueso

La CT-1 tiene una funcién critica en la biologia del hueso, se expresa en los osteoclastos
diferenciados, es esencial para la resorciéon dsea normal y es capaz de estimular la formacion del

hueso tanto in vitro como in vivo. La CT-1 podria ser uno de los factores de acoplamiento en la
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sefializaciéon de los osteoclastos activos a los osteoblastos para promover la formacién del

hueso®.

6.3.6.3.- Tejido adiposo

La CT-1 se expresa en el tejido adiposo®® y se ha demostrado, en adipocitos 3T3-L1, que la
CT-1 activa y transloca al ntcleo STAT1,-3,-5A y -5B asi como ERK1/2, de manera tiempo y dosis

dependiente®’.

La capacidad de la CT-1 para inducer sefalizacion en células grasas también se ha
demostrado in vivo. La CT-1 no afecta a la diferenciacidon de los adipocitos. Sin embargo el
tratamiento agudo con la CT-1 causa un incremento en el mRNA de SOCS-3 en adipocitos y un
decremento transitorio del mRNA de PPARy*Y’. Los efectos de la CT-1 sobre la SOCS-3 y el mRNA

de PPARy eran independientes de la activacion de MAPK?®.

La administracion crénica de CT-1 a adipocitos 3T3-L1 da lugar a una disminucién de la
acido graso sintasa y del receptor de la insulina (IRS-1). Ademas el tratamiento crénico con la CT-1
desarrolla una resistencia a la insulina. Por lo tanto CT-1 es un potente regulador de sefializacién

en adipocitos tanto in vitro como in vivo®>.

El tejido adiposo parece ser una fuente de CT-1, ya que su expresidbn aumenta
progresivamente a lo largo de su diferenciacion de preadipocitos a adipocitos maduros en cultivos
celulares de 3T3-L1. En esas células, la expresion de la CT-1 se incrementa con los niveles de
glucosa de manera dosis dependiente. Se ha observado en pacientes con sindrome metabdlico
mayores niveles de CT-1 en suero que en pacientes control, por lo que la sintesis de CT-1 en el
tejido adiposo podria estar relacionado con los elevados niveles de CT-1 en plasma en pacientes

con sindrome metabdlico®®.

6.3.6.4.- Endotelio

En cultivos de células endoteliales la CT-1 aumenta el gen de expresién de la endotelina-1

através del receptor gp130**®

. Por otra parte, en cultivos de células endoteliales de la vena
umbilical humana (HUVEC) la CT-1 aumenta de manera dosis y tiempo dependiente, el mRNA de
la proteina quimiotractante de monocitos (MCP1), y parece ser que en ello estadn involucradas la
via de sefializacién JAK2/STAT3 y NF-kB**. También en HUVEC la CT-1 causa un increment de la IL-

6 tanto a nivel de proteina como de mRNA y las vias implicadas son JAK2/STAT3, p38 y NFkB**.
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Otro estudio in vitro en células endoteliales adrticas humanas (HAECs) demuestra que la CT-1
promueve la adhesién de monocitos y la migracién mediante la estimulacion de ICAM-1 y MCP-1

através de mecanismos los cuales involucran a ERK1/2, p38, PI3K/Akt y NFkB**.

6.3.6.5.- Células sanguineas

La CT-1 es estable en muestras de sangre tratada con EDTA y aprotinina guardada durante
48 horas a temperatura ambiente o en hielo lo que permite la investigacién clinica cotidiana**?. El
corazon es una fuente de CT-1 en la circulacion; la concentracién de CT-1 en plasma de la aorta y
del seno coronario es mayor que en sangre periférica, lo cual indica claramente que el corazén
secreta la CT-1 a través del seno coronario hacia la circulacién periférica®®. Los leucocitos,
plaquetas y la hemoglobina aumentan con la administracion de la CT-1**'. Ademds la CT-1

también incremente la expresion tanto de la proteina como del mRNA de la IL-6 en monocitos y

las vias implicadas serian JAK2/STAT3, p38 y NFkB**.

6.3.8.- Otros factores que regulan la expresion de CT-1
4+ Angiotensina ll

La Angiotensina Il induce expresién de CT-1 en fibroblastos cardiaco** observandose una
mayor expresion de mRNA de CT-1 en fibroblastos que en cardiomiocitos>*>. A su vez la CT-1
aumenta la expresion del mRNA del angiotensindgeno en miocitos cardiacos por la via de
activacion STAT3 y el aumento de la regulacién del angiotensinégeno y la produccion de

angiotensina Il contribuye con la CT-1 para inducir hipertrofia cardiaca®®.
4+ Noradrenalina

La noradrenalina aumenta la expresién del mRNA de CT-1 en miocitos cardiacos, tanto in

vivo como in vitro*”.
4+ Urocortina

La urocortina aumenta los niveles de expression de la CT-1 tanto de la proteina como del
mRNA. Este efecto es mediado por activacién del promotor del gen de la CT-1 y requiere del

factor de transcripcion C/EBPB/NF-IL6**.
& El factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2)

El Hmw-FGF-2 aumenta la regulacidon de la CT-1 en cardiomiocitos y causa hipertrofia

post-infarto de miocardio™’.

Pégina | 160



Sindrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la
Isquemia/Reperfusion y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina-1.

II.- HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

Pégina | 161



TESIS DOCTORAL:
Maria Begofia Garcia Cenador

Pégina | 162



Sindrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la
Isquemia/Reperfusion y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina-1.

Il.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.- Hipdptesis

La administracion profildctica de CT-1 disminuird el dafio renal ocasionado por la
respuesta inflamatoria inducida por isquemia/reperfusién renal, tanto en la isquemia caliente

como en la isquemia fria y posterior reperfusién tras el trasplante renal.
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2.- Objetivos

Desarrollo de un modelo experimental de I/R renal grave y reversible en rata.

Evaluar en dicho modelo experimental el efecto de CT-1 sobre la funcion renal y la
respuesta inflamatoria originada por la I/R renal

Desarrollo de un modelo experimental de preservacién renal en rata.

Evaluar en dicho modelo experimental el efecto de CT-1 sobre la inflamacién inducida por
la preservacion.

Desarrollo de un modelo de trasplante renal ortotdpico isogénico en ratas.

Evaluar en dicho modelo experimental el efecto de CT-1 sobre la funcién renal y la

respuesta inflamatoria originada por la I/R renal post-trasplante.
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l1l.- MATERIALES Y METODOS

1.- Materiales

1.1.- Instalaciones:

4+ Servicio de Experimentacién Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca (PAE SA-001,
Salamanca, Espafia), que proporciond los animales de experimentacién empleados en
este estudio y donde permanecieron estabulados, en jaulas metabdlicas, para los estudios

de supervivencia y funcién renal.

4 Laboratorios del Departamento de Anatomia e Histologia Humanas, Universidad de

Salamanca, donde se realizaron los estudios histoldgicos de la preservacion renal.

4 Laboratorios del Centro del Cancer, Universidad de Salamanca, donde se realizaron el

resto de los estudios histoldgicos y los de inmunohistoquimica.

4 Laboratorios de Bioquimica del Hospital Universitario de Salamanca, donde se realizaron

las determinaciones de creatinina.

% Laboratorios de Cirugia, Facultad de Medicina, Universidad de Salamanca, donde se

realizaron las técnicas quirargicas y el resto de los estudios:
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0]

Todas

Laboratorio 1 para trabajo con animales de experimentacidon, dotado de
instalacion fija de aire acondicionado y renovacion del mismo, zonas de
estabulacidon, mobiliario y de los elementos necesarios para la realizacién de

modelos experimentales quirdrgicos desarrollados en la Tesis Doctoral.

Laboratorio 2 para el desarrollo de las técnicas de determinacion, en todo tipo de
muestras, dotado de instalacion fija de aire acondicionado, gases (O, y CO,), vacio,
mobiliario y de los instrumentos necesarios para la realizacién de los estudios de:
anién superoéxido, mieloperoxidasa, glicoproteina gp130, CT-1 total y marcada con
cola de histidina, el supresor de sefalizacion SOCS-3, citocinas pro- y anti-
inflamatorias, iNOS, moléculas de adhesién celular, vias de sefializacion celular y

el factor transcripciona kB.

Laboratorio 3, sala tipo C, dotado de la instalacidn fija de todos los elementos de
una sala limpia, mobiliario y de los elementos precisos para el desarrollo de los

estudios de preservacion y almacenamiento de muestras

Seminario para mantener reuniones de trabajo, dotado de sistema informatico y

proyeccion, fijos, y mobiliario adecuado para tales fines.
Almacén para el material fungible

las instalaciones anteriormente mencionadas cumplen con la normativa y

legislacion vigente para los cometidos que se han desarrollado en cada una de ellas.

1.2.- Animales de experimentacion

Empleamos ratas Wistar machos de un peso comprendido entre 225 y 250 g,

suministrados por el SEA de la Universidad de Salamanca y ratas Fischer machos de un peso

comprendido entre 225 y 250 g, suministrados por CharlesRiver (Barcelona, Espafa). Fueron

estabuladas en condiciones adecuadas, segun la legislacion vigente, y alimentadas, ad libitum, con

agua y dieta estandar (A@4, Panlab, Madrid, Espafia), con la siguiente composicién: Proteina bruta

(17.62% del total), materias grasas brutas (2.50%), celulosa bruta (4.05%), cenizas brutas (4.38%),

almidén (43.30%), calcio (0.66%), fésforo (0.49%), sodio (0.14%), humedad (10.54%), lisina
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(0.85%), metionina (0.29%), vitamina A (7500 Ul), vitamina D (1500 Ul) y vitamina E (tocoferol) (15

mg).

Los animales fueron sometidos a dieta absoluta, con agua ad libitum, 12 horas antes del

experimento correspondiente.

El proyecto cumplié en todo momento con la normativa y legislacion vigente sobre el

manejo de animales de experimentacion.

1.3.- Equipos empleados

Limpieza vy esterilizacién: Sellador de bolsas de autoclave: Selecta Sealcom 600.

Esterilizador por gases Amprolene AN74i. Autoclave Raypa Steam Sterilizer. Estufa Heraeus E42.

Estufa p-selecta. Bafio de ultrasonidos Branson 2510.

Anestesia: Sistema de anestesia por gases Matrx. 2 respiradores volumétricos de aire. 2
respiradores volumétricos de oxigeno y gases. 2 ventiladores para pequefios animales SRI. 4

bombas de infusién Braun.

Cirugia: Lupa LEICA con sistema de video incorporado. Lupa NIKON con sistema de video
incorporado. Microscopio quirdrgico Zeiss. 2 aspiradores portatiles semiautomaticos. 2 mesas de
quiréfano robotizadas. 2 bisturies eléctricos. 2 bisturies ultracision. Bomba multicanal Cole-

Parmer 74900. Bomba Masterflex + bafio termostatizado Medingen. Fuente de luz fria Schott.

Almacenamiento de muestras y reactivos: Contenedor de nitrégeno liquido de 110 litros.

Congelador -802C: Forma Scientific -86 freezer. 3 Congeladores -252C. 3 Refrigeradores 42°C.

Estabulacién de animales: Aislador, con sistema HEPA, para animales TDI.

Equipamiento general: Campana de gases “Cruma”. Termodesinfectador Miele. Maquina

de hielo automatica 85 AS-E. Armario de seguridad para productos inflamables y corrosivos.
Balanza de precisidn: Precisa 2052. Balanza Sartorius T2101. Balanza Sartorius T6101. Sistema de
purificacién de agua Millipore Elix 3. 2 Agitadores orbitales: Cole Parmer Rocker Platform.
Agitador magnético: Raypa AG-2. 2 Agitadores calefactados: Eppendorf Mixmate. pHmetro:
Oaktlon ph 510 series. Bafio de agua: Lauda Ecoline Re 120 desde -30 a 150 2C. Campana de flujo
laminar TELSTAR CV-30/70. Campana de flujo laminar TELSTAR. Contenedor de nitrégeno liquido
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con sistema de administracion THERMO. Contenedor de nitrégeno liquido THERMO 110 | para
congelacion de muestras. Centrifuga refrigerada Eppendorf 5417R (volumen 1,5-2 ml). Centrifuga
refrigerada Eppendorf 5810 (volumen 15-50 ml). Centrifuga Eppendorf miniSpin. Ultracentrifuga
SORVAL-OTD-COMBI. Sonicador Sonics Vibra Cell Tm. Homogeneizador: Glas Col GKH. Marerial
informdtico al uso para todos los sistemas especificados. Equipo automatizado de pipeteo

Eppendorf opMotion 5057

Equipamiento especifico: Espectrofotometro Unicam HelAios a. Lector de placas Thermo

Electro Corporation Multiskan ascent (medida fotométrica). Lector de placas Thermo Electro
Corporation Varioskan-flashl (lector de escaneado multimodo, incluyendo la intensidad de
fluorescencia, con resolucién temporal de fluorescencia (TRF), fotométrico, y luminométrico.
Equipo de Western Blot: BIO-RAD Miniprotean. Equipo de Western Blot: BIO-RAD Protean-xi cell.
Trans-Blot Semi-Dry transfer cell BIO-RAD. 2 Alimentadores Power-Pac HC BIO-RAD/ Thermo-
electron corporation. Equipo de PCR Eppendorf. Equipo de revelado y andlisis de imagen

ImageQuant RT ECL de General Electrics.

Equipamiento informdtico: Ordenadores, impresoras, periféricos y programas

informaticos adaptados a las necesidades propuestas.

Material fungible: Ver las diferentes técnicas ensayadas
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2.- Métodos: Disefio Experimental

2.1- Condiciones generales del estudio:

Se realizaron busquedas bibliogréficas en diferentes Bases de Datos (MEDLINE®, MLA
Bibliography®, PsycLIT Journal Articles®, CC Search (R) All 7 CC Editions®, U.S. National Library of
Medicine®) en el periodo comprendido entre 2005 y 2011, utilizando algunas referencias mas

antiguas.

El planteamiento del trabajo se realizd siguiendo un estudio randomizado ciego: después
de una asignacion aleatoria, tanto en el momento de la administracién de los farmacos, como en
la determinacion y valoracién estadistica de los resultados, no sabiamos qué producto se estaba
administrando, a qué grupo pertenecia la muestra que estabamos estudiando, o la identidad de

los grupos que se analizaban estadisticamente.

Todas las técnicas anestésicas y quirurgicas, de obtencién de muestras y las
determinaciones de las diferentes variables estudiadas fueron realizadas bajo estrictas

condiciones de asepsia utilizando todos los medios descritos en los apartados anteriores.

2.1.1.- Técnicas anestésicas empleadas:

4 Inhalatoria con gas isofluorano (Forane®, Abbott Laboratories, IL, USA), para la
administracién de la cardiotrofina-1, para el trasplante renal y para la extraccién de

muestras.

% Intraperitoneal con 75 mg/kg de cloruro de ketamina (Parke-Davis Barcelona, Espafia) +
50 mg/kg de diazepam (Roche Madrid, Espafia) y 20 mg/kg de atropina para la realizacién

de las técnicas quirargicas de isquemia/reperfusion.
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2.1.2- Técnicas quirurgicas empleadas:

Durante los procedimientos, se coloca al animal de experimentacién sobre una tabla de
microcirugia calefactada, disefiada para minimizar la pérdida de calor del animal de
experimentacion, en decubito supino con sujecién de las cuatro extremidades, ofreciendo asi una
completa exposicién del campo quirdrgico abdominal. Como ya hemos comentado todas las
técnicas quirdrgicas se realizan bajo estrictas condiciones de asepsia, utilizado material estéril y
en campana de flujo laminar. Previa preparacion del campo quirlrgico: rasurado de la piel y
administrando solucién antiséptica de povidona yodada (Betadine, Asta medica) se desarrollan los

siguientes procedimientos quirurgicos segun el ensayo correspondiente:

2.1.2.1.- Procedimiento de isquemia y reperfusién

Via laparotomia media, eviscerando parte del contenido abdominal, se abordd el espacio
retroperitoneal, realizdndose la diseccién e identificacién del pediculo vascular del rifién
izquierdo. Utilizando una micropinza vascular y preservando el sistema pielocalicial, procedimos a
la oclusién del pediculo renal izquierdo (arteria y vena), produciendo de este modo una isquemia
renal izquierda completa durante 60 minutos. Se mantiene al animal cubierto con gasas
humedecidas en solucidn salina caliente (372C), recubiertas con un film plastico para evitar la

deshidratacidn y a una temperatura ambiente, dentro de la campana de flujo laminar de 282C.

En los tiempos planteados en los diferentes modelos experimentales se administraron las

distintas sustancias ensayadas.

Cinco minutos antes de concluir el tiempo de isquemia, previa diseccidon renal derecha
procedimos a la ligadura en bloque del pediculo renal derecho con seda 4/0 y practicamos
nefrectomia derecha. A continuacién y, segun el grupo experimental, se procedio a la retirada del
pinzamiento vascular para permitir la reperfusiéon a los tiempos prefijados. Finalmente se
obtuvieron las muestras, efectuando la nefrectomia izquierda y extrayendo sangre total por

puncion adrtica.

2.1.2.2.- Procedimiento de preservacioén renal

Bajo condiciones de asepsia, se realiza laparotomia media y diseccion del retroperitoneo
para exponer la aorta abdominal y las arterias renales hasta la bifurcacion aodrtica (iliacas).

Diseccion de los vasos renales ligando la rama suprarrenal inferior y gonadal. El uréter es disecado
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en su mitad proximal, respetando la grasa periureteral. Para la perfusién del érgano se procede al
pinzamiento de la aorta por debajo de la salida de la arteria renal izquierda, manteniedo asi su
vascularizacién. La cateterizacion adrtica se efectia mediante aortotomia transversal en su cara
anterior, previa ligadura distal al nivel de su bifurcacién. A continuacion ligamos la aorta por
encima de la arteria renal izquierda, a la vez que retiramos la pinza e iniciamos la perfusidon con
solucién de UW a 4eC y 1mg/Kg de heparina sddica (afiadiendo o no la CT-1 a la dosis indicada
dependiendo del grupo experimental), se lava el rifidn con un volumen de 5-6ml a una velocidad
maxima de 20ml/h para no superar los 100mm Hg de presidén intra-renal (a pesar de esto nosotros
hemos comprobado como hasta los 4ml/min no hay problemas aparentes), drenando a través de
la vena renal que se secciona en su union con la cava. Una vez perfundido el rifidn, se secciona el
uréter en el trayecto disecado y la arteria renal. El 6rgano extraido es sumergido en un recipiente
rodeado de hielo con 15 ml de solucién UW a 42C (afiadiendo o no la CT-1 dependiendo del grupo

experimental).

2.1.2.3.- Procedimiento de transplante renal

Extraccidon renal en el trasplante de rifidn

Preparacion donante: Se realiza laparatomia media y se expone el rifién izquierdo. Se disecan los
vasos abdominales y se dejan ligaduras preparadas para ser anudadas siguiendo el orden: aorta
supra-renal (ligadura 4-0), vena renal en su unién a la cava (ligadura 6-0), aorta infra-renal

(ligadura 4-0 para fijar la canula), aorta+cava infra-renal en bloque (ligadura 3-0).
Heparina: 1000Ul administradas iv vena dorsal del pene.

Diseccidn uréter: Mientras esperamos que la heparina se distribuya sistémicamente, se diseca el
uréter con cuidado de no tocarlo directamente sino trabajando con la grasa que lo envuelve. Se

secciona cerca de la vejiga. Se separa el rifién del tejido graso peri-renal.

Canulacidon y lavado: Se ligan en bloque aorta y cava infra-renales. Se pone una pinza vascular en
la aorta infra-renal para poder canularla sin interrumpir el flujo sanguineo renal. Se canula y se fija
la canula con la ligadura de la aorta infra-renal. Se retira la pinza vascular. Se abre el paso de la
solucion de preservacion (UW, 42C con o sin CT-1 dependiendo del grupo experimental) e
inmediatamente se interrumpe el flujo sanguineo anudando la ligadura de la aorta supra-renal. Se

lava el rifidén con un volumen de 5-6ml a una velocidad maxima de 20ml/h para no superar los
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100mm Hg de presidn intra-renal (a pesar de esto nosotros hemos comprobado como hasta los

4ml/min no hay problemas aparentes).

Nefrectomia: Mientras se lava el rifidn se liga la vena renal cerca de la unidn a la cava y se
secciona recta tan cerca de la cava como sea posible, para disponer de la maxima longitud de
vena renal en el injerto. Una vez lavado el rifidn, la arteria renal se secciona con un parche
adrtico. El rifién se preserva en 15 ml de soluciéon de preservacién UW (con o sin CT-1

dependiendo del grupo experimental) a 42C durante 24h.

Preparacion del receptor y trasplante

Preparacion del receptor: Se realiza laparatomia media y se expone el rifién izquierdo. Se diseca
el uréter con cuidado de no tocarlo directamente, trabajando con la grasa peri-ureteral. Se
secciona cerca del hilio renal y se reserva. Se realiza nefrectomia del rifidn izquierdo. Se disecan
los vasos abdominales y se ponen las pinzas vasculares siguiendo el orden: cava caudal, cava
craneal, aorta craneal, aorta caudal. Si quedaran vasos subsidiarios entre las pinzas, ligarlos con

sutura 6-0.

Anastomosis vasculares: arteria y vena: Las suturas de la arteria tienen que ser fuertes, tensas y
las juntas, tanto si la sutura es continua o discontinua. Empleamos anastomosis arterial término-
lateral con parche adrtico y sutura continua con monofilamento no reabsorbible de 9/0 con aguja
curva no espatulada. Durante la extraccién renal, nos habremos fijado en la forma y tamaiio del
parche adrtico de manera que al cortar la aorta abdominal hagamos una seccién similar en forma
y tamano al del parche del donante. Se encara el parche con la aorta respetando la posicion

natural de la arteria renal para que no quede contorsionada.

Las suturas de la vena han de ser flojas, laxas y separadas, tanto si la sutura es continua
como discontinua. Utilizamos anastomosis venosa término-lateral sin match y con sutura continua
con monofilamento no reabsorbible de 9/0 con aguja curva no espatulada. Se encara la vena renal
con la cava respetando la posicion natural de la renal para que no quede contorsionada. Los pasos

a seguir para la anastomosis de la vena son los mismos que para la arteria.

Una vez realizadas las anastomosis vasculares, se retiran las pinzas vasculares siguiendo el
flujo natural de la sangre dentro del rifién: aorta craneal, vena craneal, vena caudal, aorta caudal.

Comprobamos que las anastomosis no sangran, en caso necesario se afiade algln punto extra.
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Anastomosis ureteral: La anastomosis ureteral termino-terminal es facilitada por la introduccion
del cuff intraureteral en el uréter receptor para conseguir un uréter funcional y de longitud
normal. Con ligadura 6/0 sobre el cuff quedan fijados ambos uréteres. El rifidn implantado se
inmoviliza en el espacio retroperitoneal mediante unos puntos de fijacion hasta la grasa perirrenal

que habiamos conservado.

Lo mas importante al trabajar con el uréter es evitar dafiarlo, por eso es necesario
trabajar con la grasa que lo envuelve. Es importante que los didmetros de los dos uréteres sean
similares. Si hace falta, se secciona el uréter del receptor en diagonal para aumentar su diametro.
También hay que tener cuidado de no contorsionarlos para no impedir el flujo de orina. Se ha de
observar que el uréter tiene peristaltismo una vez anastomosado y que no hay fistula que

provoque pérdida de orina.

Nefrectomia riiion derecho: Al acabar las anastomosis y comprobar que el injerto se reperfunde
correctamente y el uréter tiene peristaltismo, se procede a nefrectomizar el rifndn derecho con

cuidado de dejar el uréter derecho bien ligado.

2.2- Modelos experimentales

Hemos empleado un total de 449 animales que se han distribuido como sigue:

2.2.1.- Control de dosis

Utilizamos 20 ratas Wistar machos de un peso comprendido entre 225 y 250 g.

distribuidas en los siguientes grupos:

» Simulado: Después de anestesiado el animal de experimentacidon se extraen muestras de

sangre y renales. (N=5)

» CT1 200: Después de anestesiado el animal de experimentacion administramos 200 pg/kg
de CT-1 iv, a través de la vena dorsal del pene, a las 24 horas se vuelve a anestesiar al

animal y se extraen muestras sanguineas y renales (N=5).
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» CT1400: Después de anestesiado el animal de experimentacion administramos 400 pg/kg
de CT-1 iv, a través de la vena dorsal del pene, a las 24 horas se vuelve a anestesiar al

animal y se extraen muestras sanguineas y renales (N=5).

» CT1 800: Después de anestesiado el animal de experimentaciéon administramos 800 pg/kg
de CT-1 iv, a través de la vena dorsal del pene, a las 24 horas se vuelve a anestesiar al

animal y se extraen muestras sanguineas y renales (N=5).

Una vez obtenido el rifidn se divide sagitalmente en 4 partes iguales, procurando que
todas tengan la misma parte de corteza que de médula y se introducen instantdneamente en

nitrégeno liquido, conservandolos en tubos de criocongelacion a —802C.

Las muestras sanguineas, obtenidas por puncién adrtica, fueron inmediatamente
centrifugadas durante 20 minutos a 4500 rpm y 42C, extraido el suero y dividido en alicuotas

fueron congeladas a -802C en tubos de criocongelacion.

En estos animales se lleva a cabo el estudio del radical libre anidn superdxido para evaluar

cual de las dosis empleadas es mas adecuada para nuestro estudio.

2.2.2.- Estudios de I/R:

Para evaluar el efecto de la CT-1 sobre la respuesta inflamatoria inducida por el fenémeno
de I/R renal, realizamos el siguiente experimento utilizando 110 ratas Wistar machos (225-250 g)

distribuidas en los siguientes grupos:

» Simulado: Después de anestesiado el animal de experimentacidn se extraen muestras de
sangre y renales de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de funcién renal
emplearemos otro 5 animales (N=10).

> 1/R Control 4h: Una vez realizada la isquemia renal izquierda se mantiene durante 1 hora,
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solucién salina a través de la vena
dorsal del pene. Al finalizar la hora de isquemia se realiza la nefrectomia derecha y se
reperfunde el rifidn isquémico izquierdo; a las 4 horas de reperfusién se tomaran
muestras de sangre y rifion de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de funcion
renal emplearemos otro 5 animales (N=10).

> 1/R Control 24h: Una vez realizada la isquemia renal se mantiene durante 1 hora,

administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solucidn salina a través de la vena
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dorsal del pene. Al finalizar la hora de isquemia se realiza la nefrectomia derecha y se
reperfunde el rifidn isquémico; a las 24 horas de reperfusidon se tomaran muestras de
sangre y rindn de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de funcién renal
emplearemos otro 5 animales (N=10).

I/R Control 48h: Una vez realizada la isquemia renal se mantiene durante 1 hora,
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solucion salina a través de la vena
dorsal del pene. Al finalizar la hora de isquemia se realiza la nefrectomia derecha y se
reperfunde el rindn isquémico; a las 48 horas de reperfusidon se tomaran muestras de
sangre y rindn de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de funcién renal
emplearemos otro 5 animales (N=10).

I/R Control 14d: Una vez realizada la isquemia renal se mantiene durante 1 hora,
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solucién salina a través de la vena
dorsal del pene. Al finalizar la hora de isquemia se realiza la nefrectomia derecha y se
reperfunde el rindn isquémico; a los 14 dias de reperfusidn se tomaran muestras de
sangre y rindn de 10 animales (de los supervivientes). Para el estudio de supervivencia y
de funcién renal emplearemos otro 10 animales (N=20).

I/R CT-1 4h: Una vez realizada la isquemia renal se mantiene durante 1 hora,
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solucidn salina con 400 ug/kg de
CT-1 a través de la vena dorsal del pene. Al finalizar la hora de isquemia se realiza la
nefrectomia derecha y se reperfunde el rifdn isquémico; a las 4 horas de reperfusion se
tomaran muestras de sangre y rindn de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de
funcidn renal emplearemos otro 5 animales (N=10).

I/R CT-1 24h: Una vez realizada la isquemia renal se mantiene durante 1 hora,
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solucidn salina con 400 pg/kg de
CT-1 a través de la vena dorsal del pene. Al finalizar la hora de isquemia se realiza la
nefrectomia derecha y se reperfunde el rifidn isquémico; a las 24 horas de reperfusion se
tomaran muestras de sangre y rindn de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de
funcién renal emplearemos otro 5 animales (N=10).

I/R CT-1 48h: Una vez realizada la isquemia renal se mantiene durante 1 hora,
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solucidn salina con 400 pg/kg de
CT-1 a través de la vena dorsal del pene. Al finalizar la hora de isquemia se realiza la

nefrectomia derecha y se reperfunde el rifién isquémico; a las 48 horas de reperfusién se
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tomardn muestras de sangre y rindn de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de
funcién renal emplearemos otro 5 animales (N=10).

» I/R CT-1 14d: Una vez realizada la isquemia renal se mantiene durante 1 hora,
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solucidn salina con 400 pg/kg de
CT-1 a través de la vena dorsal del pene. Al finalizar la hora de isquemia se realiza la
nefrectomia derecha y se reperfunde el rifién isquémico; a los 14 dias de reperfusion se
tomaran muestras de sangre y rifién de 10 animales (de los supervivientes). Para el

estudio de supervivencia y de funcidn renal emplearemos otro 10 animales (N=20).

Una vez obtenido el rifién se divide sagitalmente en 4 partes iguales, procurando que
todas tengan la misma parte de corteza que de médula y se introducen instantdneamente en

nitrégeno liquido, conservandolos en tubos de criocongelaciéon a —802C.

Las muestras sanguineas, obtenidas por puncién adrtica, después de su extraccién fueron
centrifugadas inmediatamente durante 20 minutos a 4500 rpm y 49C, extraido el suero y dividido

en alicuotas fueron congeladas a -802C en tubos de criocongelacion.

Estudiaremos las siguientes variables: supervivencia, funcién renal (creatinina y su
aclaramiento), el dafio histoldgico con MO (H-E), inmunohistoquimica (iNOS, eNOS, CT-1 marcada
con histidina, caspasa-3), estrés oxidativo (radical libre anién superdxido), infiltracién neutrofilica
(mieloperoxidasa), citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, INF-y) y antiinflamatorias (IL-6 e IL-
10), 6xido nitrico (iNOS), moléculas de adhesion celular (P-selectina, ICAM-1, VCAM-1 y PECAM-
1), vias de sefializaciéon (pSTAT-3, pERK y pAkt), la CT-1 total y la CT-1 marcada con cola de
histidina, la glicoproteina gp130, el supresor de sefializacién de citocinas (SOCS-3), marcador de

apoptosis (caspasa-3 activada) y regulacion trascripcional (p65, P-p65 e IkB-a.).

2.2.3.- Ensayo de preservacion renal:

Para evaluar el efecto de la CT-1 sobre la preservacion renal realizamos el siguiente
experimento utilizando 50 rifiones extraidos de 25 ratas Fischer machos (225-250 g) distribuidas

en los siguientes grupos:

> Control 30m: Una vez perfundido y extraido el rifidn es preservado en 15 ml de solucién

UW a 42C durante 30 min (N=5).
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» Control 6h: Una vez perfundido y extraido el rifién es preservado en 15 ml de solucién
UW a 42C durante 6 horas (N=5).

» Control 12h: Una vez perfundido y extraido el rifidn es preservado en 15 ml de solucién
UW a 42C durante 12 horas (N=5).

» Control 24h: Una vez perfundido y extraido el rifidn es preservado en 15 ml de solucién
UW a 49C durante 24 horas (N=5).

» Control 48h: Una vez perfundido y extraido el rifidn es preservado en 15 ml de solucién
UW a 49C durante 48 horas (N=5).

» CT-130m: Una vez perfundido y extraido el rifién es preservado en 15 ml de solucion UW
a 49C durante 30 min, tanto en la solucidn de perfusién como en la de preservacion
hemos afiadido 0,2pug/ml de CT-1 (N=5).

» CT-1 6h: Una vez perfundido y extraido el rifién es preservado en 15 ml de solucién UW a
4°C durante 6 horas, tanto en la solucién de perfusién como en la de preservacién hemos
afiadido 0,2pg/ml de CT-1 (N=5).

» CT-112h: Una vez perfundido y extraido el rifién es preservado en 15 ml de solucién UW
a 49C durante 12 horas, tanto en la solucion de perfusién como en la de preservacion
hemos afiadido 0,2ug/ml de CT-1 (N=5).

» CT-1 24h: Una vez perfundido y extraido el rifidn es preservado en 15 ml de solucién UW
a 49C durante 24 horas, tanto en la solucion de perfusién como en la de preservacion
hemos afiadido 0,2ug/ml de CT-1 (N=5).

> CT-148h: Una vez perfundido y extraido el rifion es preservado en 15 ml de solucion UW
a 49C durante 48 horas, tanto en la solucion de perfusién como en la de preservacion

hemos afiadido 0,2pg/ml de CT-1 (N=5).

Una vez obtenido el rifidn se divide sagitalmente en 2 partes iguales introduciendo una de
ellas instantdneamente en nitrégeno liquido, conservandose en tubos de criocongelacién a —802C

y la otra mitad la sumergimos en formaldehido tamponado.

También se alicuotaron muestras de la solucién de preservacion que fueron congeladas a

—802C en tubos de criocongelacién hasta su estudio.

Estudiaremos las siguientes variables: el dafio histoldgico con MO (H-E), estrés oxidativo
(radical libre anién superodxido), la citocina proinflamatoria (TNF-a), 6xido nitrico (iNOS), la

molécula de adhesién VCAM-1 vy los factores de transcripcidn nuclear (p-65 y P-p65).
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2.2.4.- Ensayo de trasplante renal:

Evaluamos la eficacia de la CT-1 en un modelo experimental de trasplante renal homadlogo

y ortotdpico utilizando 264 ratas Fischer machos (225-250g) distribuidas en los grupos:

>

Tx Control 24h: Una vez realizado el trasplante, segun se describe anteriormente, se
mantiene 24 horas de reperfusion al final de la cual se tomardn muestras de sangre y
rifién. (N=20, N=10 trasplantes).

Tx Control 3d: Una vez realizado el trasplante, segin se describe anteriormente, se
mantiene 3 dias de reperfusion al final de la cual se tomardn muestras de sangre y rifidn.
(N=20, N=10 trasplantes).

Tx Control 7d: Una vez realizado el trasplante, segin se describe anteriormente, se
mantiene 7 dias de reperfusion al final de la cual se tomaran muestras de sangre y rifidn.
(N=30, N=15 trasplantes).

Tx Control 14d: Una vez realizado el trasplante, segun se describe anteriormente, se
mantiene 14 dias de reperfusidn al final de la cual se tomardan muestras de sangre y rifion.
(N=38, N=19 trasplantes).

Tx Control 30d: Una vez realizado el trasplante, segun se describe anteriormente, se
mantiene 30 dias de reperfusidn al final de la cual se tomardn muestras de sangre y rifion.
(N=52, N=26 trasplantes).

Tx CT-1 24h: Una vez realizado el trasplante, segun se describe anteriormente, se
mantiene 24 horas de reperfusion al final de la cual se tomardan muestras de sangre y
rifion. Se administrd 0,2pg/ml de CT-1 en las soluciones de perfusién y preservacion tal y
como se indica en la descripcion de la técnica quirurgica. (N=20, N=10 trasplantes)

Tx CT-1 3d: Una vez realizado el trasplante, seglin se describe anteriormente, se mantiene
3 dias de reperfusion al final de la cual se tomardan muestras de sangre y rifién. Se
administré 0,2ug/ml de CT-1 en las soluciones de perfusion y preservacion tal y como se
indica en la descripcién de la técnica quirdrgica. (N=20, N=10 trasplantes)

Tx CT-1 7d: Una vez realizado el trasplante, segln se describe anteriormente, se mantiene
7 dias de reperfusion al final de la cual se tomaran muestras de sangre y rifidn. Se
administré 0,2ug/ml de CT-1 en las soluciones de perfusion y preservacion tal y como se

indica en la descripcién de la técnica quirdrgica. (N=20, N=10 trasplantes)
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» Tx CT-1 14d: Una vez realizado el trasplante, segun se describe anteriormente, se
mantiene 14 dias de reperfusidn al final de la cual se tomardan muestras de sangre y rifion.
Se administrd 0,2ug/ml de CT-1 en las soluciones de perfusidn y preservacion tal y como
se indica en la descripcidn de la técnica quirdrgica. (N=20, N=10 trasplantes)

» Tx CT-1 30d: Un a vez realizado el trasplante, segin se describe anteriormente, se
mantiene 30 dias de reperfusidn al final de la cual se tomardn muestras de sangre y rifion.
Se administrd 0,2ug/ml de CT-1 en las soluciones de perfusidn y preservacion tal y como

se indica en la descripcidn de la técnica quirdrgica. (N=24, N=12 trasplantes)

Una vez obtenido el rifién se divide sagitalmente en 4 partes iguales, procurando que
todas tengan la misma parte de corteza que de médula, y se introducen instantdneamente en

nitrégeno liquido, conservandose en tubos de criocongelaciéon a —802C.

Las muestras sanguineas, obtenidas por puncién adrtica, inmediatamente después de su
extracciéon fueron centrifugadas durante 20 minutos a 4500 rpm y a 49C, extraido el suero y

dividido en alicuotas fueron congeladas a -802C en tubos de criocongelacién.

Estudiaremos las siguientes variables: Supervivencia, funcién renal (creatinina y su
aclaramiento), estrés oxidativo (radical libre anién superéxido), citocina proinflamatoria (TNF-a),
antiinflamatoria (IL-6), moléculas de adhesion celular solubles (sICAM-1 y sVCAM-1) y el factor de

transcripcidn nuclear IkB-a.

2.3.- Técnicas empleadas para el estudio de las variables

1. Supervivencia.
2. Pruebas de Funcién Renal:
a. Creatinina
b. Aclaramiento de la creatinina
3. Estudio histolégico.
a. Tincidn con hematoxilina-eosina
b. Técnica de Inmunohistoquimica: iNOS/NOS2, eNOS/NOS3, CT-1 marcada con cola

de histidina, Caspasa-3.
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4. Radical libre: Anidn superdxido.
5. Infiltracidn Neutrofilica: Mieloperoxidasa.
6. Técnica de Elisa para el estudio de:
a. Citocinas Proinflamatorias: Factor de necrosis tumoral-a, Interleucina-1f3, e
Interferdn-y.
b. Citocinas Antiinflamatorias: Interleucina-6 e Interleucina-10.
7. Técnica de Western blot para el estudio de:
a. CT-1totaly CT-1 marcada con cola de histidina.
b. Supresor de sefializacién de citocinas SOCS-3.
c. Glicoproteina gp130.
d. Vias de sefalizacidn pSTAT-3, pERK y pAkt.
e. Moleculas de adhesidn celular: ICAM-1, sICAM-1, PECAM-1, VCAM-1, sVCAM-1 y
P-selectina.
f. iNOS.
g. Factor de trascripcidn kB (p65, p-p65, IkB-a.)
8. Técnia de RT-PCR para el estudio de:
a. CT-1 total, SOCS-3, gp130.

4+ Supervivencia:

Los animales por grupo detallados en el modelo de I/R y todos los del modelo de
trasplante renal, fueron estabulados en jaulas metabdlicas siendo observados diariamente hasta

el dia 30 de evolucidn para evaluar la mortalidad.

& Pruebas de funcion renal:

Se determinaron como marcadores de la funcién renal la creatinina y su aclaramiento las
cuales fueron procesadas en un analizador automatico Hitachi 747-200 (Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN) obteniendo las muestras de los animales estabulados en las jaulas metabdlicas

descritos anteriormente.

4 Estudio histolégico:

Los animales cuyos rifones estan destinados para estudios histolégicos se perfunden in

vivo. Una vez extraidos los rifiones, se descapsulan y se cortan sagitalmente en dos partes iguales

Pégina | 182



Sindrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la
Isquemia/Reperfusion y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina-1.

para introducirlos a continuacién en formaldehido 3,7-4% tamponado a pH 7 y estabilizado con
metanol. Una vez fijados tras permanecer en esta solucién durante 24 horas, los rifiones se
deshidratan con una bateria de alcoholes de gradacion creciente, comenzando con etanol al 60%,
y continuando con diluciones del 70%, 80%, 90%, 96% hasta alcanzar el 100 %. Para el

aclaramiento del tejido usamos xileno (miscible en alcohol y parafina liquida).

Cada muestra se incluye en parafina fundida a 602 en una estufa durante 1 hora y se deja
solidificar a temperatura ambiente obteniendo un bloque. Se realizan secciones de 3um de grosor
con un microtomo y cuchillas de acero, que seguidamente se depositan los cortes sobre un

portaobjetos de vidrio.

Los cortes se desparafinan con xileno y la muestra se rehidrata haciéndola pasar por una
serie de graduaciones decrecientes de alcohol etilico hasta llegar a una solucién 100% de agua

destilada.

Tincidon con hematoxilina-eosina

Esta técnica pone de manifiesto la estructura morfoldgica de las células del tejido, tifiendo
de azul el nucleo, las zonas acidas del citoplasma, y la matriz, y de color rosa el citoplasma y todos

sus componentes basicos.

Los cortes histolégicos renales, preparados como se acaba de indicar, se mantienen
cuatro minutos en una soluciéon de hematoxilina y seguidamente se lavan con agua corriente para
mantenerlos durante tres minutos en una solucion de eosina. Una vez tefiidas, las muestras se
deshidratan de nuevo mediante alcoholes de concentracidn creciente (702, 902 y 10092) para
fijarlas de modo permanente con una gota de Balsamo de Canadd sobre la que se coloca con un

cubreobjetos empleando un medio de montaje (Tissue-Tek).

Las imagenes se capturan con una video-cdmara de alta resolucidn conectada al
microscopio dptico que lleva un objetivo 20X. Se emplea un filtro dptico verde para aumentar el

contraste.

Se evalud el dafio renal en todos los grupos del estudio de preservaciony en los de I/R de

24 y 48 horas a través de microscopia 6ptica (H-E).
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Técnica de inmunohistoquimica

Fundamento

Esta técnica se basa en la localizacién especifica de proteinas en muestras de tejidos.
Consiste en la conjugacion de un anticuerpo primario con la proteina que se quiere identificar y su
posterior deteccion mediante anticuerpos secundarios ligados a moléculas sustrato que permitan

la visualizacidon microscépica tras la adicidon de un cromdégeno.

Preparacion de las muestras

Los cortes histoldgicos renales una vez rehidratados estan preparados para los estudios
de microscopia dptica. Inicialmente se aplica un tratamiento recuperador de antigeno,
manteniéndose durante 4 minutos en olla a presién y dejando reposar las muestras durante 20

minutos. A continuacidn se lavan con agua corriente durante tres minutos.

Con el fin de bloquear la posible sefial peroxidasa enddgena, los cortes renales se

mantienen durante 10 minutos en peroéxido de hidrégeno con metanol al 3%.

Tras eliminar la sefial enddgena de los cortes se realiza un lavado de 5 minutos con PBS. A
continuacién, se incuban los cortes una hora con suero bloqueante diluido 67 veces, con el fin de
gue no ocurra un marcaje inespecifico. Se retira el exceso de liquido que queda en las
preparaciones y se incuban durante una hora con el anticuerpo primario, en la dilucién adecuada

para cada molécula.

Anticuerpos

Anticuerpos primarios:

v" Anti-iNOS/NOS2 (N-20 sc-651 rabbit policlonal, 1:50, Santa Cruz Biotechnology)
v" Anti-caspasa-3 (Cleaved Caspase-3 Aspl175 #9661, rabbit polyclonal 1:50, Cell Signaling
Technology)

v" Anti-histidina (mouse monoclonal 1:100, GE healthcare)

Seguidamente se realiza un lavado de 5 minutos con PBS para incubar a continuacién los
cortes con un anticuerpo secundario multilink durante 30 minutos. Después de lavar con PBS
durante 5 minutos, las muestras se incuban con un anticuerpo terciario HPR multilink durante 30

minutos y se lavan de nuevo con PBS. Inmediatamente después se afade el cromégeno DAB
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durante 10 minutos. La DAB genera un color marrdn en el lugar en que esta presente el antigeno
diana reconocido por el anticuerpo primario. Las preparaciones se lavan con abundante agua
corriente y se contrastan ligeramente sumergiéndolas en hematoxilina unos segundos,

aclarandolas con agua corriente, para que los nucleos aparezcan tefiidos de color azul.

Por ultimo, los cortes se deshidratan mediante alcoholes de concentracion creciente, 709,
802, 902 y 1009, sobre los que se deposita un cubreobjetos mediante un medio de montaje

(Tissue-Tek) para que puedan observarse en un microscopio éptico.

4+ Anién superoéxido:

Se estudié el radical libre anién superéxido en diferentes momentos dependiendo del

modelo experimental.
Procesamiento de las muestras

Una vez tomadas las muestras renales (N=5 por grupo), son introducidas, para su lavado,
en el tampdn de homogeneizado [fosfato potdsico monobasico 0,05M y EDTA 1mM, solucion a la
que afadimos colato sédico al 0,25% (1+19); pH 7,8], a una temperatura entre 0 y 42 C para
minimizar los procesos oxidativos. Posteriormente son pesadas y homogeneizadas con el tampdén
anteriormente descrito, segln la proporcién (1/10, Peso/Volumen). El homogeneizado se
centrifugd a 100.000 g durante 60 minutos, a una temperatura de 49C. La fraccidn soluble que se

obtuvo se dividié en alicuotas y se congeld a -802 C hasta el momento de su estudio.

Técnica de determinacion del ritmo de produccion del Anidn Superéxido

La técnica que es modificacidn de la descrita por Forman y Boveris**® para mitocondrias,
se basa en la reduccién del citocromo C por el radical O,. Esta reduccion del citocromo C no es,
naturalmente, especifica para el radical superdxido. Esta especificidad es conferida por el uso de
superdxido dismutasa (SOD), para lo cual el radical superdxido es el Unico sustrato conocido. De
acuerdo con esto, el ensayo se realiza con y sin SOD, y Unicamente la reduccion del citocromo C
inhibida por SOD se usa para calcular la produccién de ASO. Esta reduccion del citocromo C se

sigue espectrofotométricamente a 550 nm de A. Precisamos los siguientes reactivos:

1.- Tampdn fosfato-potasico 0,1 M+0,1 mM EDTA ; pH 7,8.
2.- Citocromo C 75 puM.
3.- SOD (aproximadamente 240 U).
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La lectura espectrofotométrica se realizé a 550 nm de A; pH 7,8 y temperatura de 252 C
durante 1 min con intervalos cada 6 seg, en cubetas de 1ml, con un paso de luz de 1cm. Nuestros
resultados se expresaron en nmol de O, /mg prot/min. El incremento de unidades de absorbancia

en la mezcla de la reaccidn se convierte en nmol de ASO con el coeficiente de extincion molar:
AEss0/21,0 x 10°M'em™

Esta conversion depende del supuesto de que el citocromo C en la cubeta de referencia
esta totalmente oxidado y, por tanto, de que el incremento de absorbancia observada representa
Unicamente la absorbancia del producto reducido (A absorbancia: reducido-oxidado). Tras el
establecimiento de las condiciones 6ptimas, exponemos a continuacion el esquema de desarrollo
del experimento. En la cubeta de muestra se afiadieron 100 pl de citocromo C (75 uM), 20 ul de
SOD (aproximadamente 264 U) y 25 ul de muestra. La diferencia de volumen hasta 1.000 ul se
completd con tampdn fosfato potasico + EDTA. En la cubeta de referencia se sustituyd el volumen

de tejido por uno equivalente de tampdn. Se registré la lectura a 550 nm de A en 2 fases:

2 - Reduccién del citocromo C inespecifica: sin SOD.

2 - Reduccién del citocromo C independiente del superdxido: con SOD.

La pendiente maxima se registré en el primer minuto. La temperatura fue de 252 C y pH

de 7,8.

4 Infiltracion Neutrofilica. Mieloperoxidasa:

Se estudid la actividad de la mieloperoxidasa en diferentes momentos dependiendo del

modelo experimental.

La presencia de mieloperoxidasa, una enzima especifica de los neutrdfilos utilizada como
indice para valorar la infiltracion neutrofilica en el rifidén, fue analizada en las muestras renales

4% Una vez obtenidas

(N=5 por grupo) mediante el método de Bradley**® modificado por Mullane
las muestras son pesadas entre hielo y congeladas en nitrégeno liquido siendo posteriormente
almacenadas a -802 C hasta su determinacién. Posteriormente las muestras son homogeneizadas
en una solucién compuesta por un tampdén de fosfato potasico 50 mM con 0,5% de
hexadecyltrimethylammonium bromide y 0,146% de EDTA a un pH de 6,0 y en la proporcién de un
gramo de tejido por 10 ml de solucién de homogeneizado. A continuacién son homogeneizadas y

sometidas a un proceso de sonicacion entre hielo 10 veces y cinco segundos cada vez, para de

esta forma romper las células, entre ellas los neutrdfilos y dejar la mieloperoxidasa libre en la
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solucién. Este homogeneizado es centrifugado durante 30 minutos a 15.000 g manteniendo la
temperatura en el interior de la centrifuga entre 3 y 42 C. El sobrenadante fue decantado e
incubado durante 2 horas a 502 C para eliminar otro tipo de peroxidasas y otros compuestos que
interfiriesen en la determinacidon de la mieloperoxidasa. Se prepara el tampodn para el ensayo
compuesto por tampén de fosfato potasico 50 mM con 0,167 mg/ml de O-dianisodine
dihydrochloride y 0,005% de peréxido de hidrégeno a un pH de 6,0. Contra un blanco con el
tampon de ensayo se realizé la curva estandar con cantidades conocidas de MPO a 460 nm de
longitud de onda (L) y a 252 C. Se define la unidad (U) de actividad de la mieloperoxidasa a la

cantidad de enzima que degrada 1 pmol de H,0, / minuto a 252 C.

4+ Técnica de Elisa:
Obtencidn de las muestras

Utilizamos muestras sanguineas (N=5 por grupo) no hemolizadas. Inmediatamente
después de su extraccién, fueron centrifugadas extraido el suero, dividido en alicuotas vy

congeladas a -802C.
Principios del ensayo

Es un kit ELISA que emplea multiples anticuerpos con el principio de “sandwich”. En
primer lugar se utilizé un plato con 96 pocillos con un anticuerpo monoclonal anti-citocina (TNF-a.,
IL-1f3, INF-y, IL-6 e IL-10) adherido en cada uno de ellos para capturar el presente en las muestras
y estandares que se afadieron por duplicado en cada uno de los pocillos junto con los blancos
correspondientes. Después de lavar el plato para eliminar el material no adherido se afiadidé una
peroxidasa conjugada policlonal anti-citocina. A continuacién el plato fue lavado de nuevo para
eliminar el material no adherido y se agregd la solucién sustrato que inicié la catalizacion de la

peroxidasa. El cambio de color se detuvo por acidificacion.
Preparacion de la placa y procedimiento del ensayo

Diluimos el Capture Antibody en PBS en la concentracién necesaria para trabajar.
Inmediatamente cubrimos una placa de 96 pocillos con 100 ul por pocillo de Capture Antibody
diluido. Tapamos la placa e incubamos toda la noche a T2 ambiente. Aspiramos cada pocillo y
lavamos con Wash Buffer, repitiendo el proceso 2 veces con un total de tres lavados. Lavamos
bien el pocillo con 400 ul de Wash Buffer con un dispensador multiple. Eliminar bien el liquido en

cada paso es esencial para un buen resultado. Después del ultimo lavado eliminamos bien los
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restos de Wash Buffer, mediante aspiracién o volcando la placa en papel secante. Afiadimos 300
ul de Reagent Diluent a cada pocillo. Incubamos a T2 ambiente durante un minimo de una hora.
Repetimos el paso aspiracion/lavado como en el paso 2, y las placas estan listas para afiadir la
muestra. Anadimos 100 pl de muestra o Standards en Reagent Diluent o en un diluyente
apropiado por pocillo. Cubrimos con una tira adhesiva e incubar 2 horas a T2 ambiente.
Repetimos la aspiracién/lavado como en el paso 2 de la preparacion de la placa. Afiadimos 100 pl
de la Detection Antibody, diluido en Reagent Diluent, por pocillo. Cubrimos con una nueva tira
adhesiva e incubamos 2 horas a T2 ambiente. Repetir la aspiracién/lavado como en el paso 2 de la
preparacion de la placa. Afiadimos 100 pl de la dilucion para trabajar de Streptavidin-HRP a cada
pocillo. Cubrir la placa e incubar durante 20 minutos a T2 ambiente. Proteger la placa de la luz
directa. Repetir la aspiracién/lavado como en el paso 2 de la preparacién de la placa. Afiadimos
100 pl de Substrate Solution a cada pocillo. Incubamos durante 20 minutos a T2 ambiente.
Proteger la placa de la luz directa. Afiadir 50 ul de Stop Solution a cada pocillo, suavemente mover
la placa con mucho cuidado para que se mezcle bien. Determinar la densidad dptica. La
absorbancia fue medida a 450 nm A siendo los resultados obtenidos proporcionales a las
cantidades de citocina de las muestras, las cuales fueron calculadas por interpolacion con la curva

estandar.

Factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a): kit comercial DuoSet ELISA Development System

rat TNF-o/TNFSF1A, R&D SYSTEMS.

Interleucina-1p (IL-1pB): kit comercial DuoSet ELISA Development System rat IL-1B3/IL-1F2,
R&D SYSTEMS.

Interferéon-y (INF-y): kit comercial DuoSet ELISA Development System rat IFN-y, R&D
SYSTEMS.

Interleucina-6 (IL-6): kit comercial DuoSet ELISA Development System rat IL-6, R&D
SYSTEMS.

Interleucina-10 (IL-10): kit comercial DuoSet ELISA Development System rat IL-10, R&D
SYSTEMS.

+ Técnica de estudio de la expresién de proteinas por Western blot

Se evaluaron las variables descritas en diferentes momentos dependiendo del modelo

experimental.
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Extraccion de proteinas de tejido renal para western blot:

De los rifiones recogidos aproximadamente 1/4 del rifidon se congeld instantdneamente

introduciéndolo en nitrégeno liquido, conservandolo en tubos de criocongelacion a -802C.

Posteriormente, la muestra congelada se trocea y se toman aproximadamente 100 mg de

tejido, a los que se afiaden 1000 pL de tampdn de lisis, para la homogenizacion.

Tampdn de lisis conteniendo magnesio: MLB (Magnesium-containing Lysis Buffer) 5X

(Upstate Biotechnology #20-168)

Preparar el tampdn de lisis MLB en hielo: MLB 5x (uL), Agua ultrapura (uL), NaCl 150 mM,
glicerol 10%, NaF 25 mM, Na,VO; 1 mM, PMSF 100 mM, leupeptina 10 pg/mL, y aproteinina 10

ug/ml.

Se procedié a la homogenizacion de las muestras a 42C, se mantuvieron entre 30-60
minutos en hielo y a continuacion, el lisado tisular, se centrifugd durante 25 minutos a 12000 gy a
49C. Después de la centrifugacion se recogio el sobrenadante y se congelé a — 802C hasta el
momento de su utilizacidn, una alicuota se utilizé para la determinaciéon de la concentracidn de

proteinas.
Determinacion de la concentracion de proteinas

Para la determinacién de proteinas se utilizd el kit Bio-Rad DC Protein Assay. Esta es una
técnica colorimétrica de determinacion de proteinas basada en el método de Lowry (1951). El
ensayo consta de dos pasos, primero las proteinas reaccionan con cobre en un medio alcalino,
solucién alcalina de cobre y tartrato, y después las proteinas tratadas con cobre reducen el
reactivo de Folin (acido fosfomolibdico-fosfotingstico) dando una reaccion coloreada azul con

pico maximo de absorbancia a 750 nm.

Para la cuantificacién de las proteinas tisulares, las muestras fueron diluidas (1:20) en
tampon de lisis y se utiliz un kit de Bio-Rad, basado en el método de Lowry. *** La reaccién se
llevd a cabo en placas de 96 pocillos (Microtest ™ 96, Becton Dickinson Labware, NJ, USA)
utilizando 5 pL tanto para las muestras como para la recta patrén. El ensayo consta de dos pasos,
primero las proteinas reaccionan con cobre en un medio alcalino, solucién alcalina de cobre y
tartrato, y después las proteinas tratadas con cobre reducen el reactivo de Folin (acido
fosfomolibdico-fosfotingstico) dando una reaccidon coloreada azul con pico maximo de

absorbancia a 750 nm.
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Cada una de las medidas se realizd por triplicado. Se elaboré previamente una curva de
calibrado a partir de soluciones patrén de concentraciéon conocida de BSA. A continuacion se
afiadieron 25 plL del reactivo A (suplementado con 20 plL del reactivo S por cada mL reactivo A, ya
que las muestras contenian detergente: IGEPAL CA-630), posteriormente se afiadieron 200 pL del
reactivo B. La mezcla se incubd al menos 15 minutos y se midid la absorbancia a 750 nm. La
concentracién proteica de las muestras se obtiene a partir de los datos de absorbancia por
extrapolacién en una recta patrén obtenida a partir de concentraciones conocidas de albumina
bovina sérica, en un rango entre 0,2 mg/mLy 1,6 mg/mL. Esta recta patron se realiza cada vez que

mide un grupo de muestras.

Extraccion de proteinas del plasma para western blot

Del plasma recogido y congelado le eliminamos la albumina en el momento que lo vamos
a utilizar, usamos un kit denominado Qproteome Murine Albumin Depletion kit (Qiagen).
Diluimos 25 ul del plasma en 75 ul de PBS, a continuacién centrifugacién breve a 500g de la
columna Qproteome Depletion Spin, equilibramos la columna Spin con PBS, posteriormente
afiadimos la muestra (100 pl) en la columna, mezclamos fuertemente para obtener una
suspension homogénea, incubamos durante 5 minutos a temperatura ambiente y agitacion
constante. Colocamos la columna Spin sobre un eppendorf, centrifugo a 500 g durante 10
segundos y recojemos el liquido que pasa a través de la columna, lavamos la columna Spin dos
veces con 100 ul de PBS y recojemos cada fraccién de lavado después de haberlo centrifugado a
500 g durante 10 segundos y el liquido recogido contiene la muestra a la que le hemos eliminado

la albumina.

Deteccidn de proteinas por western blot.
Fundamento

El método de Western blotting se basa en la separacion de proteinas mediante
electroforesis en funcién de su peso molecular, que, una vez separadas, se pueden identificar,
localizar y cuantificar por su capacidad para unirse a anticuerpos especificos. 2 | os anticuerpos
estan acoplados a sistemas de deteccién, que permiten localizar las proteinas y establecer una
relacion entre la intensidad de la sefial del sistema de deteccién y la cantidad relativa de la
proteina en las diferentes muestras. El sistema de deteccion mas utilizado es el

quimioluminiscente. En él, el anticuerpo esta unido la enzima HRP que, en presencia de un
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sustrato apropiado, produce una reaccién luminiscente. La luz generada en la membrana se
detecta mediante una cdmara para capturar la imagen (ImageQuant RT ECL imager, GE
Healthcare). La intensidad de la sefial queda reflejada como mayor o menor area de impresion,
que es proporcional a la cantidad de anticuerpo vy, este a su vez, proporcional a la cantidad de
proteina. La separacidon de las proteinas mediante electroforesis se basa en el método de
Laemmli. *** Los geles que permiten la separacion electroforética de las proteinas se preparan con

acrilamida/bisacrilamida al 30% (29,2% acrilamida y 0,8% bisacrilamida).

Electroforesis y transferencia

En primer lugar se prepara el gel separador o running gel con un porcentaje entre 6-15%
de acrilamida, en funcién del tamafio de la proteina que se quiera identificar. El gel separador se

deja polimerizar durante 20 minutos.

Seguidamente se prepara el gel concentrante o stacking gel, que es el que contiene los
pocillos para la carga de muestras, con 5% de acrilamida. Dejamos polimerizar 20 minutos. Todos

los geles para las distintas proteinas se han preparado con un grosor de Imm.

Cargamos 150 ug/pocillo de extracto proteico de cada muestra de tejido, o 25 pl de
plasma al que hemos eliminado la albumina, mezclandolo con el mismo volumen de tampdn de
carga Laemmli (Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8; 25% de glicerol; 2% de SDS y 0,01% de azul de
bromofenol) 2X y el agente reductor 2-mercaptoetanol, previamente desnaturalizado a 100 2C

durante 5 minutos.

En estas condiciones (desnaturalizacion y reduccién), se deshicieron las interacciones
entre proteinas con objeto de que cada una migrara aproximadamente a la altura del marcador
de peso molecular que le correspondia por tamafio, y su identificacién pudiera beneficiarse de
este criterio.Una vez polimerizados, los geles se colocan en la cubeta de electroforesis que
contiene el tampdn de electroforesis. En los correspondientes pocillos se cargan las muestras y
10pL de marcador colorimétrico de pesos moleculares. (Low / Broad range, Bio-Rad Laboratories,

CA, USA).

La electroforesis se lleva a cabo mediante una fuente de alimentacién, con un voltaje
constante de 120V durante 120 minutos aproximadamente, tiempo suficiente para separar las

proteinas, con tampdn de electroforesis.
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Las proteinas se transfieren desde el gel a una membrana de nitrocelulosa. El gel estd
orientado hacia el polo negativo, mientras que la membrana se sitla en el positivo. La corriente
generada entre los dos electrodos hace que las proteinas se muevan hacia el polo positivo.La
transferencia se realizd en un Trans-Blot Semi-Dry transfer cell BIO-RAD con solucién de
transferencia (glicina 190 mM,Tris 20mM pH 8.3),durante 30 minutos, manteniendo el voltaje de
25V, que proviene de la fuente de alimentacién, habiendo embebido previamente el material y
equilibrado el gel y la membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL Amersham Biosciences) en el

tampdn de transferencia durante 15 minutos.

Una vez finalizada la transferencia, la membrana se lavé con tampdn de lavado TTBS e
inmediatamente se incubé con 10 mL de tampdn de bloqueo en agitacidon constante, para evitar

uniones inespecificas durante la inmunodeteccién.

La incubacién con el anticuerpo primario, a la dilucién y temperatura adecuada en el
tampdén correspondiente en agitacion constante, se realizé durante tiempos diferentes
dependiendo de cada proteina. Tras la incubacién con el anticuerpo primario se hicieron 4 lavados
de 5 minutos con tampdén de lavado, y posteriormente se incubd la membrana con el
correspondiente anticuerpo secundario, a la dilucion adecuada, durante los tiempos que
especificaremos con cada proteina. Al terminar se hicieron otros 4 lavados de 5 minutos con

tampon de lavado.

La deteccién de las bandas especificas de las distintas proteinas se realizd mediante un
ensayo de quimioluminiscencia. Para el revelado se utiliza una solucién comercial (Amersham™
ECL Plus Western Blotting Detection System, GE Healthcare), en una proporcidon de 40:1, el
volumen final de reactivo por membrana necesario es de 0.1 ml/cm?, se pone en contacto con la
membrana durante 5 minutos, en agitacion constante a T2 ambiente y a continuacion se desechd
la solucién de revelado. Seguidamente se colocé la membrana en una cdmara para capturar la

imagen (ImageQuant RT ECL imager, GE Healthcare).

Una vez capturada la imagen es cuantificada la densidad dptica de las bandas obtenidas

con el programa (ImageQuant TL software).

Después de cada determinacion, se realizd un “stripping” con una solucidén comercial (Re-
Blot Plus Strong Antibody Stripping Solution, Chemicon International, CA, USA), para
posteriormente rehibridar con el anticuerpo anti-a-tubulina, que se utilizé6 como control de carga.

(Tabla IX)
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Tabla IX.- Metodologia del Western blot.

Carga Bloqueo Anticuerpo primario Anticuerpo secundario

STAT3 150ug TTBS, Rabbit policlonal 1:1000 Anti-rabbit (Cell Signaling #7074),
Cell Signaling #9132 3%BSA, (TTBS, 3%BSA) 1:2000(TTBS 3%BSA), 1h, agitacion constante,
Pm:79,86kDa/Gel:8% overnight, 42C | 1h+30’, agitacion RT

constante, RT
pSTAT3(p-Y705) 150ug TTBS, Rabbit monoclonal Anti-rabbit (Cell Signaling #7074),
Cell Signaling #9145 3%BSA, 1:1000 (TTBS,3%BSA) 1:2000(TTBS 3%BSA),1h, agitacion constante,
Pm:79,86kDa/Gel:8% Overnight, 1h+30’, agitacién RT

4eC constante, RT

pNF-KkB p65 150ug | TTBS, Rabbit policlonal Anti-rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS,
Cell Signaling #3031 5%Leche, 1h, 1:1000(TTBS 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacidn constante, RT
Pm:65kDa/Gel:12% RT overnight, agitacién

constante, 42C
IkB-a 150ug | TTBS, Rabbit policlonal Anti-rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS,
Cell Signaling #9242 5%Leche, 1h, 1:1000(TTBS 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacién constante, RT
Pm:39kDa/Gel:15% RT overnight, agitacién

constante, 42C
NF-«B p65 150ug | TTBS, Rabbit policlonal Anti-rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS,
Cell Signaling #3034 5%Leche, 1h, 1:1000(TTBS 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacidn constante, RT
Pm:65kDa/Gel:12% RT overnight, agitacion

constante, 42C
PECAM-1 150pg TTBS, Mouse monoclonal 1:500 | Anti-mouse (Cell Signaling #7076),1:2000
Santa Cruz Biotechnology, 3%BSA, (TTBS, 3%BSA) overnight, | (TTBS, 3%BSA) 30°,agitacidn constante, RT
INC. sc-46694, 3-6h, RT agitacion constante, 42C
Pm: 130KDa/Gel: 8%
VCAM-1 150ug TTBS, Goat policlonal 1:1000 Donkey-anti-goat(SantaCruzBiotechnology,
Santa Cruz Biotechnology, 3% BSA, (TTBS, 3%BSA), #2020),1:5000(TTBS,3%BSA), 30°, agitacidn
INC. sc-1504), 6h, RT overnight, agitacion constante, RT
Pm: 90-132Kda/Gel: 10% constante, 42C
ICAM-1 150ug TTBS 3%BSA, Goat policlonal 1:500 Donkey-anti-goat(SantaCruzBiotechnology
Santa Cruz Biotechnology, 3h, RT (TTBS, 3%BSA), #2020),1:5000(TTBS,3%BSA),30" agitacion
#1511 overnight, agitacion constante, RT
Pm: 85-110KDa/Gel: 10% constante, 42C
P-selectina 150ug TTBS, 5%BSA, Goat policlonal, 1:200 Donkey-anti-goat(SantaCruzBiotechnology
Santa Cruz Biotechnology, 2h, RT (TTBS, 5%BSA), #2020),1:2000(TTBS,5%BSA),30°, agitacion
#6941, overnight, agitacion constante, RT
Pm: 140Kda/Gel: 8% constante, 42C
iNOS/NOS Il 150ug | TTBS, Rabbit policlonal, 1:1000 | Anti-rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS,
Cell Signaling #2977 5%Leche, 2h, (TTBS, 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacién constante,RT
Pm:130kDa/Gel:8% RT overnight, agitacién

constante, 42C
Caspasa-3 150ug | TTBS, Rabbit monoclonal, Anti-rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS,
Cell Signaling #9665 5%Leche, 2h 1:1000 (TTBS, 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacién constante, RT
Pm: 17,19Kda/Gel: 8% RT overnight, agitacion

constante, 42C
Cardiotrophin-1 150pg TTBS, Rat monoclonal, 2pg/mL Anti-rat (Cell Signaling #7077),1:2000 (TTBS,
R&D systems #MAB438 S5%Leche, 2h (TTBS, 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacidn constante, RT
Pm: 24Kda/Gel: 15% RT overnight, agitacion

constante, 42C
Anti-His 150pg TTBS, Mouse monoclonal, Anti-mouse 1:10000 (TTBS 5%Leche) 1h
GE Healthcare #27-4710- 10%Leche, 1- 1:3000 (TTBS, 10%BSA), agitacion constante, RT
01 16h, RT overnight, agitacion
Pm:26kDa/Gel:15% constante, 42C
GP130 150ug TTBS, Rabbit policlonal, 1:1000 Anti-rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS,
Cell Signaling #3732 5%Leche, 2h (TTBS, 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacidn constante, RT
Pm: 130Kda/Gel: 8% RT overnight, agitacion

constante, 42C
SOCS3 150ug TTBS, Rabbit policlonal, 1:1000 Anti-rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS,
Cell Signaling #2923 5%Leche, 2h (TTBS, 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacion constante, RT
Pm: 26Kda/Gel: 15% RT overnight, agitacion

constante, 42C
a-tubulin 150ug TTBS, Rabbit policlonal, 1:1000 Anti-rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS,

Cell Signaling #2144
Pm: 52Kda/Gel: 8%

5%Leche, 2h
RT

(TTBS, 5%BSA),
overnight, agitacién
constante, 42C

5%Leche), 1h, agitacidn constante, RT
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4+ Técnica de estudio de la expresién de genes por RT-PCR.
Fundamento.

La RT-PCR es una técnica semicuantitativa que permite determinar la expresion de genes
determinados mediante transcripcion inversa (RT, acréonimo del término inglés reverse
transcription) del acido ribonucleico mensajero (ARNm) celular al acido desoxirribonucleico
complementario (ADNc), y posterior amplificacién de una determinada regidn de éste mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction)
con cebadores especificos**. De esta manera, se consigue obtener rapidamente una cantidad de
material bioldgico observable (ADNc) a partir de cantidades muy pequefias. La presencia o
ausencia, o la mayor o menor cantidad del ARNm de un determinado gen se corresponde con una
mayor o menor expresion, que se determina por una mayor o menor cantidad de su ADNc
amplificado por la PCR. En este trabajo se utilizd la técnica de la RT-PCR para estudiar la expresion

de genes que codifican ciertas proteinas, como la CT-1, gp130 y SOCS-3.
Extraccion del acido ribonucleico (ARN) total.

La extraccion del ARN del tejido renal se efectud utilizando el reactivo comercial
TriReagent (Molecular Research Center Inc.), basada en el método desnaturalizante del tiocianato

#>>4% que combina el tiocianato de guanidinio

de guanidinio y la extraccion con fenol/cloroformo
y el fenol en una solucion monofasica para facilitar la inhibicion efectiva e inmediata de las

ARNasas. Este proceso se realizd en varias fases:

- Lisado del tejido. La muestra de rifidn congelada se trocea y se toman aproximadamente
100 mg de tejido, a los que se afiaden 1000 pL de TriReagent, para la homogenizacién. La
mezcla se incubd durante 5 minutos para permitir la completa disociacion de los
complejos de nucleoproteinas.

- Separacién. A continuacidn, se afiadieron 200 pL de cloroformo. La mezcla se agitd
vigorosamente y se dejd reposar 15 minutos. Posteriormente se centrifugé a 12.000ga 4
°C, durante 15 minutos. Se obtuvieron 3 fases: una fase organica roja (inferior), una
interfase blanquecina y una fase acuosa incolora (superior). El ARN queda en la fase
acuosa superior, mientras que las proteinas quedan en la inferior y el dcido
desoxiribonucleico (ADN) queda retenido a la interfase.

- Precipitacidn. Se recogié la fase acuosa y se precipité el ARN con 500 uL de isopropanol
durante 10 minutos a temperatura ambiente o durante varias horas a -20°C o a -80°C. Se

centrifugé a 12.000 g a 4°C durante 10 minutos.
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- Lavado. Se deseché el sobrenadante, y el ARN precipitado se lavé con 1000 uL de etanol
al 70%. Acto seguido se centrifugd todo a 12000 g a 4°C durante 15 minutos.

- Solubilizacién. Se retiré el etanol, se disolvid el precipitado en 100-150 uL (dependiendo
del tamafio del precipitado) de H,0 DEPC (agua con dietil pirocarbonato — un inhibidor de
ARNasas-, D-5758, Sigma, al 0.1% v/v), y se incubd a 65° C durante 10 minutos en un bafio
himedo con temperatura regulable, para asegurar la completa disolucién del ARN.

- Almacenamiento de muestras de ARN. Dada la naturaleza perecedera del ARN, las

muestras se congelaron a —-80 °C.
Medida de la concentracion del ARN.

Se realizé una dilucién 1:10 en H,0 DEPC con una fraccion (10 uL) de la soluciéon de ARN
obtenida para evitar errores derivados de manipular volimenes muy pequefios. La concentracién
de ARN se determind por espectrofotometria utilizando el aparato NANODROP-1000
Spectrophotometer (Technologies, US). Este basa su determinacién en la medida de la densidad
Optica teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260nm equivale a 40 ug/mL de ARN.
Se asegurdé la ausencia de elevada contaminacién proteica, considerando que la relacién
adecuada entre las absorbancias a 260nm/280nm y 260nm/230nm estaba comprendida entre

1.6-1.9y 1,8-2,2 respectivamente.
Retrotranscripcion (ARNm > ADNc).

En este paso se sintetiza el ADN complementario del ARNm (que es una pequefia parte
del ARN total extraido). Esto se consigue mediante un cebador complementario de la cola de
poliadenina (poli-A) que contiene el ARNm en el extremo 3’ y que esta ausente en el resto del

ARN celular. Esta secuencia complementaria es la polidesoxitimina (poli-dT).

2 ug de ARN de cada muestra se llevaron a un volumen final de 27,5 uL utilizando agua
DEPC y se incubaron a 65°C durante 3 minutos -para que el ARN se desnaturalizara a su estructura
primaria- e inmediatamente se pasaron a hielo. Seguidamente se afadié a cada muestra de ARN
un volumen de la premezcla de reaccion de 12,5 pL que contenia: 2 pl de dNTPs (mezcla
equimolar de desoxinucledtidostrifosfato —dATP, dCTP, dGTP y dTTP- 10 mM, Appiled
Biosystems), 8 uL de tampdn “M-MLV 5x” (proporcionado por el fabricante, Promega), 1 uL de
oligo-dT (1 pg/uL, lsogen; oligonucleétido formado por 16 desoxitiminas que permite
“retrotranscribir” unicamente el ARNm), 0,5 uL del inhibidor de ARNsas “RNAsin” (Promega) y 1

uL de la enzima retrotranscriptasa (RT M-MLV, Promega). Finalmente se llevd a cabo la reaccién
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de retrotranscripcion a 42°C durante 90 minutos en un termociclador (MyCycler, BioRad). Una vez

obtenido el ADNc correspondiente a cada muestra se almacend a —20°C.

Determinacion de la concentracion de ADNc.

Se realizé una dilucién 1:10 en H,0 mQ estéril con una fraccién (10 pL) de la soluciéon de
ADNCc obtenida. La concentracion de ADNc se determind por espectrofotometria utilizando el
aparato NANODROP-1000 Spectrophotometer (Technologies, US). Este basa su determinacién en
la medida de la densidad dptica teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260nm
equivale a 50ug/mL de ADNc. Se asegurd la ausencia de excesiva contaminacion proteica o de
fenol u otros contaminantes, considerando que la relacion adecuada entre las absorbancias a 260

nm/280nm y 260nm/230nm estaba comprendida entre 1.6-1.9y 1,8-2,2 respectivamente.
PCR (amplificacion de secuencias especificas de ADNc).

Igualamos todas las concentraciones de ADNc a la mas pequefia de las obtenidas en el
paso anterior (7.3.5) en un volumen final de 23uL con agua mQ estéril. A cada muestra de ADNc
(10 pL) se anadieron 27uL de la premezcla de reaccién formada por los siguientes componentes:
25uL de la enzima GoTag® Green Master Mix (Promega) que ya incluye los dNTPS, el tampdn de
reaccion con Mgy la enzima, 1ul de oligonucleétido 3” (cebador directo) y 1uL de oligonucledtido
5’ (cebador inverso) (que estaban en un concentracidn de 100ng/uL) de las secuencias especificas

de los genes que se deseaba amplificar (Tabla X).

Las muestras se incubaron en un termociclador (MyCycler, BioRad). Se seleccioné el
programa adecuado para cada par de oligonucledtidos afiadidos (Figura 54). Todos los programas
utilizados tenian en comun: (i) una primera fase de desnaturalizacién del ADNc utilizado como
molde (95°C durante 5minutos), Unica en todo el proceso; (ii) una segunda fase de
desnaturalizacion con la que comienza cada ciclo de amplificacién (95°C durante 1minuto); (iii) la
fase de hibridacidon de los oligonucledtidos a una determinada temperatura especifica de cada par
de oligonucleétidos (Tm, Tabla X), durante 1minuto); (iv) una fase de extensién de la hebra por la
Taq polimerasa (a 72 °C durante 1minuto); y (v) una ultima fase de extension final que permitia a
la enzima sintetizar las hebras inacabadas (72°C durante 5minutos). Las fases de la ii a la iv se
repitieron un cierto niumero de ciclos (Tabla X) especifico de cada amplificacién, después de
completar la fase i y antes de entrar en la fase v. Lo que varidé entre unos programas y otros fue la

Tm y el nimero de ciclos que se repetian las fases ii a la iv (Tabla X).
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(x1)

95°C
5 min

Figura 54.- Esquema de las fases de la amplificacién por PCR.

Tabla X.- Oligonucleétidos utilizados. Tm y ciclos de amplificacion de cada uno de los genes estudiados.
Todos se pidieron a la casa comercial Invitrogen y fueron reconstituidos en TE (Tris pH=8 10 mM, EDTA 1
mM) autoclavado vy filtrado a una concentracién de 1 pg/uL.

(x1)

72°C

(x1)

/ 5 min

Vv

4°C

Vi

OLIGONUCLEOTIDOS | SECUENCIAS Tm (°C) | CICLOS

18S ARNr Directo: 5'-TAG AGC TAA TAC ATG CCG ACG-3" | 56 30
Inverso: 5°-TTA ATC ATG GCC TCA GTT CCG- 3’

CT-1 Directo: 5 -TCT ATG GCG AGT GGG TGA GC-3" | 55 35
Inverso: 5'-AGC AAG CAA GCA AAG AAA GA-3’

SOCS-3 Directo: 5-CCT TTG AGG TTC AGG AGC AG-3" | 61,5 35
Inverso: 5'-GGC TGG ATT TTT GTG CTT GT-3’

gpl30 Directo: 5'-CAT CAA CAG AAC GGC ATC CAG-3" | 53 35
Inverso: 5°-TCA CTT TAT CCA CGG GGT CAA-3’

Electroforesis en gel de agarosa.

Una vez realizada la PCR, se cargaron 20 plL de cada muestra obtenida en los pocillos del
gel de 2% de agarosa en TBE pH=8,1-8,3 con Syber Safe (0,1 ug/mL de gel de agarora) como
colorante intercalante, que permitid visualizar el ADNc a la luz ultravioleta. En uno de los pocillos,
se cargd 1 uL de marcador de pesos moleculares (100bp ladder ADN, Invitrogen). La electroforesis
se efectud aplicando al gel un voltaje constante de 110 V en una cubeta llena de TBE. Para

observar las bandas a la luz ultravioleta y para capturar la imagen, se colocaron los geles en un

transiluminador (ImageQuant RT ECL imager, GE Healthcare).

Pégina | 197



TESIS DOCTORAL:
Maria Begoia Garcia Cenador

2.4.- Estudio estadistico

Todos los valores en este trabajo han sido representados como X = DS (media *

desviacion estandar).

La inferencia estadistica de los resultados presentados (valores numéricos procedentes de
muestras aleatorias independientes obtenidas de las poblaciones estudiadas) se realizd con el
analisis de la varianza de una via (ANOVA) aplicando los siguientes test estadisticos dependiendo

del tipo de distribucién y de las varianzas:

+ Ante variables Normales con varianzas iguales aplicamos el test de Scheffe

4+ Ante variables Normales con varianzas distintas aplicamos transformaciones
estabilizadoras de la varianza y posteriormente el test de Scheffe

4+ Ante variables de cualquier otra distribucién con varianzas iguales o distintas utilizamos

métodos no paramétricos: el test Kruskal Wallis

Para la estimacion de la funcién de la supervivencia en las diferentes poblaciones

ensayadas
4+ Empleamos el método no paramétrico de Kaplan Meier.

Para todos los estudios anteriormente indicados un valor de p<0,05 se acepté como

resultado significativo.

El programa estadistico empleado para la realizacion de este trabajo fue NCSS 2000 (Dr.

Jerry L. Hintze, Utah USA).
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IV.- RESULTADOS
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IV.- RESULTADOS

1.- Fase Control de Dosis para Isquemia/Reperfusion:

1.1.- Anion superdxido:

El estudio del radical libre del oxigeno anién superéxido para evaluar la mejor dosis a
emplear en el modelo de I/R demostréd una ausencia de eficacia en la disminuciéon de la
produccién del ASO en el grupo CT200 (pNS) (animales tratados con 200ug/Kg de CT-1), mientras
que en los grupos CT400 y CT800 (animales tratados respectivamente con 400ug/Kg y 800ug/Kg
de CT-1) se comprobd una disminucidn significativa (p<0,001) en la disminucion de la produccién

de este radical libre (Figura ).

La ausencia de diferencias significativas entre los grupos CT400 y CT800 (pNS) y el no
disponer de estudios de toxicidad, nos hizo tomar la decision de emplear la dosis menor,

400ug/Kg de CT-1, para la realizacién del modelo de I/R (Figura 55).
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nmol/mg prot/min

Anioén Superoxido

Grupos

Anién Superdxido

Control

CT200

CT400
CT800

5,20+2,28
3,8441,83

0,38+0,58

0,2410,54

m Control
uCT200
B CT400
HCT300

ASO

Figura 55 .-Ritmo de produccién del Anidn Superéxido (nmol/mg prot/min).
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2.- Resultados de la fase Isquemia/Reperfusion:

2.1.- Supervivencia

La agresividad del modelo experimental desarrollado queda patente en la mortalidad
observada en el Grupo Control (50% a los 5 dias de postoperatorio). Al comparar los resultados
obtenidos en este grupo con el tratado con CT-1 comprobamos una disminucion significativa de la

mortalidad en este ultimo grupo (50% vs 20%) (p<0,05).

Por otro lado la valoracién de la mortalidad en el grupo Simulado (100% de supervivencia
a los 14 dias) no tuvo diferencias significativas con el Grupo CT-1 (pNS) presentandolas

Unicamente con el Grupo Control (p<0,01) (Figura 56).

Supervivencia
100 166 0100 0100 0100 0100 0100 4100
90 f 90 90
80 80 80 80 80—
70 20
°0 - .\.
X 50 50 50 50
===Sim.
40 == Control
30 CT-1
20
10
0
1 2 3 4 5 6 14
Dias

Figura 56.- Supervivencia tras la reperfusion; expresado en % de animales vivos.
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2.2.- Estudio histolégico

Los estudios histoldgicos demuestran que, a las 24 horas de la I/R existe una gran cantidad
de tubulos con vacuolizacién citoplasmica (puntas de flecha) que indican una importante dafio
tubular, y muchos tubulos obstruidos con residuos de restos tubulares (flechas). Estos dafios no se

ven, o son mucho menores, en los tubulos de los animales tratados con CT-1 (Figuras 57A y 57B)

A las 48 horas de la I/R se observan muchos tubos que han perdido casi completamente
su epitelio y que estan parcial o totalmente denudados (asterisco) mientras que este tipo de
tubulos son raros en los riflones de los animales tratados con CT1. (Figuras 57C y 57D ). También
se observa en los rifiones de animales con I/R sin tratamiento zonas de abundante infiltracion
neutrofilica (puntas de flecha Figuras 57A y 57B) que apenas se observan en los animales tratados

con CT-1 (Figuras 57Cy 57D).

J -
57A : Grupo CorI 24h.

Figura 57: Grupo
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2.3.- Funcion renal

2.3.1.- Creatinina plasmatica

En este estudio, realizado hasta los 14 dias de postoperatorio, observamos un aumento
de los niveles de creatinina plasmatica en los animales que sufrieron isquemia renal, mientras que
los valores de creatinina plasmatica en el Grupo CT-1 se mantenian en valores similares a los del

Grupo con operacién simulada (p<0,01) (Figura 58).

Creatinina
2
Sim C-24 C(CT-24
Med 0,94 1,48 1,02
+DS 0,21 0,26 0,23 l
1.5
3 = Sim
w1
£ = Control
u(CT1
0.5
0
24h

Figura 58.- Concentracién de creatinina en plasma (mg/dl) a las 24h postreperfusion.

2.3.2.- Aclaramiento de creatinina

El aclaramiento de creatinina corrobora los datos obtenidos con la creatinina plasmatica:
en el Grupo Control observamos un significativo descenso continuado de este aclaramiento en
todos los tiempos estudiados (p<0,001), repitiéndose el mismo patréon en el Grupo CT-1, aunque
el descenso fue significativamente menor al del Control (p<0,01), el Grupo CT-1 solamente

presenta diferencias significativas con el Grupo Simulado al dia 14 (p<0,05) (Figura 59).
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Aclaramiento de la Creatinina

25

Sim C-24 CT-24

Med 2,06 1,78 2,10

DS 024 022 0,25
2
1,5

= Sim

E Control

1 mCT-1
0,5
0

24h

Figura 59.- Aclaramiento de creatinina en plasma a las a las 24h postreperfusion.

2.4.- Infiltracion neutrofilica: Mieloperoxidasa

La I/R conlleva una elevacion significativa de la actividad de la mieloperoxidasa (MPO) a
las 24horas postreperfusién (p<0,001 del grupo control respecto al simulado). Los valores de
actividad de la MPO en el grupo CT-1 son significativamente menores que los del grupo I/R

control (p<0,001) sin presentar diferencias con el grupo Simulado. (Figura 60).
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Mieloperoxidasa

120
Sim C24 CT-24
Med 15,68 8888 26,92
100 DS 257 1031 6,19

80

= Sim

H Control
mCT-1

60

U/gtej

10

20

MPO 24h

Figura 60.- Actividad de la mieloperoxidasa (Ul/g tejido), a las 24h postreperfusion.

2.5.- Estudio del estrés oxidativo: Anion superdxido

La I/R en el grupo control induce un incremento altamente significativo en la produccion
del anién superdxido con respecto al grupo simulado (p<0,001). Los valores de produccion de ASO
en el grupo CT-1 son significativamente inferiores (p<0,001) con respecto al grupo I/R control

pero siguen siendo superiores (p<0,01) a los del grupo Simulado. (Figura 61)
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200

Anion Superoxido

Sim C-4 CT-4

Med 5,2 131,12 40,72
T *DS 228 2886 17,68
150
.E
g mSim
2 100
:g o Control
§ BT
50
0
450 4h
Figura 61.-Niveles de Anidn Superdxido (nmol/mg prot/min) a las 4 h de reperfusion.
2.6.- Estudio de las Citocinas

2.6.1.- Factor de Necrosis Tumoral-a

sangre con respecto al grupo simulado, mientras que los valores de TNF-a en el grupo CT-1 son

significativamente inferiores (p<0,001) a los del grupo I/R control, pero siguen siendo superiores

La I/R provoca una elevacion altamente significativa de los niveles de esta citocina en

(p<0,05) a los del grupo Simulado. (Figura 62).
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TNF-a

Sim  C4 cT-4
" = Med 29,4 318,26 84,82
DS 422 4055 913

pg/ml

= 5im

= Control

mCT-1

THF 4h

Figura 62.- Niveles de TNF-a (pg/ml) a las 4 h.

2.6.2.- Interleucina-1f

La I/R provoca una elevacion altamente significativa de los niveles de esta citocina en sangre con respecto al
grupo simulado (p<0,001), mientras que sus valores en el grupo CT-1 son significativamente inferiores

(p<0,001) a los del grupo I/R control, no presentando diferencias (pNS) el grupo CT-1 al grupo Simulado.
(Figura ).

IL-1B

200

Sim  C4 cT-4
Med 40,94 25406 52,42
DS 234 2884 7,16

pg/ml

= 5im

m Control

ECT-1

IL-1 4h

Figura .- Valores de Interleucina-1f (pg/ml) a las 4h postreperfusion.
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2.6.3.- Interferén-y

La I/R provoca una elevacidn altamente significativa del INF-y en sangre con respecto al grupo simulado
(p<0,001), mientras que sus valores en el grupo CT-1 son significativamente inferiores (p<0,001) a los del

grupo I/R control, no presentando diferencias (pNS) el grupo CT-1 al grupo Simulado. (Figura ).

INF-y
300
sim c4  CT-4
[ Med 51,3 219,05 48,16
250 tDS 948 6433 1450

mSim

pg/ml

= Control

m(T-1

IMF 4h

Figura 36.- INF-y (pg/ml) a las 4 h postreperfusion.

2.6.4.- Interleucina-6

La IL-6 no se comporta de forma similar a las anteriores citocinas estudiadas. Los niveles plasmaticos de IL-6
a las 4 horas de la reperfusion eran significativamente menores en el grupo I/R control que en el grupo
simulado. En los animales que recibieron CT-1, los niveles de IL-6 fueron similares a los del grupo simulado
y significativamente mayores que os del grupo control (Figura ).

El mantenimiento de los valores de la IL-6 en el grupo CT-1 son significativamente superiores p<0,05 a
los observados en el grupo Control. (Figura ).
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Figura .- IL-6 (pg/ml) a las 4 h postreperfusion.

2.6.5.- Interleucina-10

Observamos que los animales del grupo I/R control tenian unos valores significativamente inferiores

300

que los del grupo simulado, mientras que en el grupo CT-1 los valores eran significativamente mayores que
el grupo I/R control (p<0,001) incluso mayores que los observados en el grupo Simulado (p<0,05). (Figura )

IL-10

250

Sim C-4

T4
Med 1254 32,76

212,42
DS 22,56 10,07

IL-10 4h

Figura

W Sim
m Control

mCT-1

.- IL-10 (pg/ml) a las 4 h postreperfusion.
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2.7.- Estudio de las NO sintasas:
2.7.1.- iNOS/NOS2

La cantidad de iNOS se midié a los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas tras la reperfusidon, observdndose un
aumento significativo de la expresion de iNOS en los animales del grupo I/R control (p<0,05) a los 5
minutos, 4, 24 y 48 horas comparados con el grupo simulado. Cuando se compararon el grupo CT1 y
Control, se observo que el grupo CT-1 a los 5 minutos la expresion de iNOS era mayor que en el grupo I/R
control, mientras que era significativamente menor en el resto de los tiempos estudiados (Figura )

Control CT-1
Sim 5min 4h 24h 48h 5min 4h 24h 48h

iNOS L -
Tubuling e - —— A - -

iNOS
2,50
Sim C0 C4 C24 (C48 CT-0 CT-4 CT-24 (CT-48
Med 0,00 0,24 092 2,23 1,94 1,58 0,32 0,35 0,03
5 DS 0,00 0,22 0,27 0,11 0,19 0,20 0,26 0,16 0,05
o
T 1,50
]
o
o
T = Sim
E 1.00 = Control
£ 1
i ECT-1
0,50
0.00
5min 4h 24h 48h
Tiempos de estudio

Figura .- A: Western blot representativo de iNOS. B: Intensidad de la banda iNOS.

Los resultados de inmunohistoquimica observados a un aumento de 40X, apoyan los resultados del
western blot, ya que tanto a las 24 como a las 48 horas, en los animales con I/R que habian recibido CT-1 la
intensidad del marcaje de iNOS era menos que en los I/R control. La tincion de iNOS en los animales I/R se
observa tanto en algunas células glomerulares como en abundantes células tubulares, y tras el tratamiento
con CT-1 se ve que disminuye tanto en las células glomerulares como en las tubulares.
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Figura .- Inmunohistoquimica para iNOS
2.7.2.- eNOS/NOS3

Los resultados de la inmunohistoquimica observados a un aumento de 40X, demuestran que tanto a las
24 como a las 48 horas, en los animales con I/R que habian recibido CT-1 la intensidad del marcaje de eNOS
era igual que en los I/R control tanto en capilares peritubulares como capilares glomerulares. Sin embargo,
en las tratadas con CT-1 se observa una menor congestion medular.

Control 24h - Control 48h
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CT124h . CT148h

Figura .- Inmunohistoquimica para eNOS

2.8.- Estudio de la interaccion leucocito-endotelio:

2.8.1.- P-selectina

La expresién de P-selectina, estudiada a las 4 horas tras la reperfusion estaba significativamente
elevada (p<0,001) en el Grupo Control con respecto al Simulado. Los niveles de P-selectina en el grupo CT-1
son significativamente inferiores que el grupo control (p<0,001) pero siguen siendo significativamente
superiores (p<0,001) con respecto al grupo Simulado. (Figura )

Control 4 horas CT-14 horas Sim

Pselectina B EUBEES S - WS

Tubulina e S em—— — T — — —— — -

0,50

0,40

intensidad de banda

0,30

0,10

P-selectina

0,70

Sim C4 (T4
Med 0,00 0,63 0,24
DS 0,00 0,06 0,04

m Sim

= Control

m(T-1

ah

Figura .- Intensidad de la banda P-selectina a las 4h postreperfusion.
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2.8.2.-ICAM-1

La expresion de ICAM-1, evaluada a las 24 horas de la I/R, se observa significativamente elevada
(p<0,001) en el Grupo Control con respecto al Simulado. Los niveles de ICAM-1 en el grupo CT-1 son
significativamente inferiores respecto al grupo control (p<0,05) pero siguen siendo superiores (p<0,05)
respecto al grupo Simulado. (Figura).

Control 24 horas CT-124 horas Sim

ct HBESEEB T EEEER

Tubulina -!---- -“--

ICAM-1
0,04
Sim Cc-24  CT-24
004 Med 0,0022 0,0272 0,015
' +DS 0,00 0,01 0,00
0,03

0

T 0.02

]

3 mSim

T 002

T = Control
.“cj m(T-1

1

0,02

0,01

0,00

24h

Figura .- Intensidad de la banda ICAM-1 a las 24h postreperfusion.

2.8.3.-VCAM-1

La expresién de VCAM-1, estudiada también a las 24 horas, se encontrd significativamente elevada
(p<0,001) en el Grupo Control con respecto al Simulado. Los niveles de VCAM-1 en el grupo CT-1 eran
significativamente inferiores que los del grupo I/R control (p<0,001) sin presentar diferencias con el grupo
Simulado. (Figura).
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Control 24 horas CT-124 horas Sim
VCAM-1 S o @l T o s e o il S . T
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Sim  C24 CT-24
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: DS 0,01 006 0,00

0,25

0,2

 5im

H Control

0,15

intensidad de banda

u(T1

0,1

0,05

VCAM-124h

Figura .- Intensidad de la banda VCAM-1 a las 24h postreperfusion.

2.8.4.- PECAM-1

La expresion de PECAM-1, estudiada a las 48 horas de la I/R, tenia un perfil similar a la VCAM-1,
encontrandose significativamente elevada (p<0,001) en el Grupo Control con respecto al Simulado. Los
niveles de PECAM-1 en el grupo CT-1 eran significativamente inferiores que los del grupo control (p<0,001)
no presentando diferencias significativas con el grupo Simulado. (Figura)

Control 48 horas CT-148 horas

PCAM-1 Il.....n--ll

Tubulina — A — — — — D — — — —
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PECAM-1

Sim G24 CT-24
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2.5 DS 0,03 0,70 0,15

L
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e
< " Sim
T 1,5
T H Control
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c
- 1
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PECAM-1 48h

Figura .- Intensidad de la banda PECAM-1 a las 48h postreperfusion.

2.9.- Estudio del factor de trascripcion nuclear-xB:
La activacidn del factor de trascripcidn nuclear-«xB se hizo mediante el estudio de la fosforilacion de Rel
A (p65) en la Ser536 y por los niveles de IkB-a.

2.9.1.- Valoracion de p65 (Rel A)

Cuando se estudio la cantidad total de p65 evaluada a los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas tras la I/R
observamos un aumento de la cantidad de p65 en rifiones que sufrieron I/R en comparacion con el rifion
del grupo simulado y del rifion contralateral que no sufria I/R, diferencias que se observaba desde los 5

minutos tras la I/R. La cantidad de p65 total era significativamente mayor en los animales que recibian CT-1
que en los que no la recibian (p<0,05) a las 4 y 24 horas tras la I/R (Figura )

Control CT-1
Sim 5min 4h 24h 48h 5min 4h 24h 48h RD
p65 T S e

P-p65(Ser536) AR B8
B0 I ——

Tubulina S NS S S - e e o e
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2,500
Sim RD C-5' C-4 C-24 (C48 CT-5' C(CT-4 CT-24 (CT-48
Med 0,018 0,137 1,292 0,355 0,247 0,192 0,996 1,296 0,939 0,357
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Figura .- Intensidad de la banda NF-«xB a los 5min, 4, 24 y 48h postreperfusion.

2.9.2.- Valoracion de la fosforilacién de p 65

La fosforilacién de p65 se evalud a los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas. Observamos a los 5 minutos tras la
I/R un aumento de la cantidad de p-p65 en rifiones que sufrieron I/R en comparacion con el rifion del grupo
simulado y del rifién contralateral que no sufria I/R (p<0,0001), en los que la cantidad de p-p65 era minima.
A las cuatro y las 24 horas, tras la I/R, en el grupo control se mantenia un nivel alto de p-p65, mientras este
era indetectable en el grupo tratado con CT-1 (p<0,0001), desapareciendo los niveles detectables en ambos
grupos a las 48 horas (Figura ).

1,200
1,000 T
% Sim RD C-5' c-4 C-24 C-48 CT-5' CT-4 (CT-24 C(CT-48
Med 0,001 0,001 0,859 0,790 0,322 0,000 0,652 0,000 0,000 0,000
0.800 I DS 0,001 0,003 0,240 0,251 0,162 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000
Y
.
c
F]
E 0,600 W Sim
E uRD
£ T H Control
0,400 HCT-1
0,200
0,000
5min 4h 24h 48h
Tiempos de estudio

Figura .- Intensidad de la banda p-p65 a los 5min, 4, 24 y 48 h postreperfusion.
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2.9.3.- Valoracion de IkB-o

En el estudio de la activacion de IkB-a, evaluada a los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas, observamos
diferencias (p<0,05) en todos los tiempos entre grupo CT1 y Control. Observamos a los 5 minutos tras la I/R
un aumento de la cantidad de IkB-a. en rifiones que sufrieron I/R en comparacién con el rifién del grupo
simulado y del rifién contralateral que no sufria I/R, en los que la cantidad de IkB-o. era minima (p<0,05). A
las cuatro 24 horas y 48 horas ,tras la I/R, en el grupo control se mantenia un nivel alto y creciente de IxB-a.,

mientras este era muy bajo en el grupo tratado con CT-1 (Figura )

2,000
Sim RD C-5' C-4 C-24 C-48 CT-5' CT-4 (CT-24 CT-48
Med 0 0 0,110 0,322 1,014 1,247 0,532 0,090 0,149 0
+DS 0 0 0,106 0,162 0,386 0,504 0,099 0,095 0,069 0
1,600
m
2 1,200
a
2
o S5im
1
=
2 mRD
a
2 0,800 H Control
(T
0,400 I
0,000 L
Smin 24h 48h
Tiempos de estudio

Figura .- Intensidad de la banda IkB-a a los 5min, 4, 24 y 48h postreperfusion.

2.10.- Estudio de la expresidn de la Cardiotrofina-1 y de su receptor

2.10.1.- Cardiotrofina-1 total

El estudio de la cantidad tisular de CT-1 realizado a los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas, demostré que, como
era de esperar, en los grupos que habian recibido la CT-1, tanto el rifién isquémico como en el contralateral
habia cantidades muy grandes de esta citocina en relacién con los animales que no habian recibido CT-1
(Grupos Control y Simulado) (p<0,001). Este aumento se mantenia a las cuatro horas. No habia diferencias
significativas entre el grupo I/R control y el grupo I/R CT-1 ni a las 24 ni a las 48 horas tras la reperfusion
(Figura)

Control CT-1
Sim 5min 4h 24h 48h 5min 4h 24h 48h RD

CT-1total "W - >

Tubuling == o s co— oo o — e W
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Figura .- Intensidad de la banda CT-1 a las 5min, 4, 24 y 48h postreperfusion.

También estudiamos la expresion del mRNA de CT-1 total mediante RT-PCR semicuantitativa y del
MRNA de 18S para comprobar la igualdad de carga en todas las muestras. El tratamiento con CT-1 aumentd
la expresion del mRNA de CT-1 a los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas, los niveles decayeron a los 14 dias. Los
niveles del mRNA de CT-1 en el grupo control a los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas era menor pero por encima
de los niveles basales y ya a los 14 dias la expresion era igual en el grupo control que en el tratado con CT-1.

Control CT-1
Sim 5min 4h 24h 48h 14d 5min 4h 24h 48h 14d

Figura .- Estudio de la expresion por RT-PCR en el tejido renal de CT-1.

CT-1

18S

2.10.2.- Cardiotrofina-1 marcada con cola de histidina
El estudio de la cantidad tisular de CT-1 marcada con cola de histidina
realizado a las 4, 24 y 48 horas, demostré6 que, como era de esperar, en los
grupos que habian recibido la CT-1 marcada con cola de histidina, tanto en el
riAdn isquémico como en el contralateral habia cantidades muy grandes de esta
citocina en relacion con los animales que no habian recibido CT-1 (Grupo Control

y Simulado) (p<0,001). Este aumento se mantenia a las cuatro horas. No habia
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diferencias significativas entre el grupo I/R control y el grupo I/R CT-1 ni a las 24

ni a las 48 horas tras la reperfusion (Figura ).

Control CT-1
4h  24h  48h 24h 48h RD Sim
CT-1 cola > @ - -
histidina
Tubuling S ——— - —— —
CT-1 Hist
1.60
1.40
120 Sim RD C-4 C-24 C48 C(CT-4 C(CT-24 C(CT-48
' Med 0 1,04 O 0 0,03 0,25 0,24 0,01
.'g" 1,00 DS 0 037 O 0 0,03 0,12 0,09 0,01 ——
g 0.80 Sim
3 mRD
_'E 0,60 B Control
EHCT-1
0,40
1,00 e
ah 24h 48h
Tiempos de estudio

Figura .- Intensidad de la banda CT-1 marcada con cola de histidina a las 4, 24 y 48h postreperfusion.

Los resultados de inmunohistoquimica observados a un aumento de 40X, apoyan los resultados de
western blot, ya que tanto a las 4 como a las 24 horas, en los animales con I/R que habian recibido CT-1
marcada con cola de histidina la intensidad del marcaje era mucho mayor que en los I/R control, en los
cuales la tincidn observada es inespecifica. La tincidn en los animales con I/R que habian recibido CT-1
marcada con cola de histidina se observa tanto en capilares tubulares como en capilares glomerulares,
también se encuentran muy tefiidas las células del tubulo colector. También se observa tincién en el borde
en cepillo en el rifidn derecho.
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I
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2.10.3.- Receptor gp130

Mientras que en el Grupo CT-1 observamos un incremento significativo, con respecto al resto de los
Grupos, a las 24 horas (p<0,001) en el Grupo Control este incremento se observa con mayor intensidad a las
48 horas (p<0,001) donde el grupo CT-1 ha disminuido de forma significativa (p<0,01) aunque sigue siendo
superior al Grupo Simulado (p<0,001) (Figura ).
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Figura .- Intensidad de la banda gp130 a los 5min, 4, 24 y 48h postreperfusion.

También estudiamos la expresiéon del mRNA de gp130 mediante RT-PCR semicuantitativa y del mRNA
de 18S para comprobar la igualdad de carga en todas las muestras. El tratamiento con CT-1 aumento la
expresion del mRNA de gp130 a los 5 minutos, y a las 4 horas, los niveles decayeron a las 24, 48 horas y 14
dias. Los niveles del mRNA de SOCS-3 en el grupo control a los 5minutos era menor, pero por encima de los
niveles basales y a los 14 dias la expresidén era mayor en el grupo control que en el tratado con CT-1 (Figura

).

Control CT-1
Sim 5min 4h 24h 48h 14d 5min 4h 24h 48h 14d

ae10 | — S ——

18S
Figura .- Estudio de la expresion por RT-PCR en el tejido renal de gp130.

2.11.- Vias de senalizacion de la CT-1

2.11.1.- SOCS-3

El estudio de SOCS-3, realizado a las 5 minutos, 4, 24 y 48 horas y 14 dias, evidencié un importante
incremento, en los primeros momentos, en el Grupo CT-1 respecto al Control (p<0,001) invirtiéndose la
relacién a los 14 dias (p<0,05) (Figura ).
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Figura .- Intensidad de la banda SOCS-3 a las 5min, 4, 24 y 48h y 14 dias postreperfusion.

También estudiamos la expresion del mRNA de SOCS-3 mediante RT-PCR semicuantitativa y del mRNA
de 18S para comprobar la igualdad de carga en todas las muestras. El tratamiento con CT-1 aumenté la
expresion del mRNA de SOCS-3 a los 5 minutos, 4, y 24 horas, los niveles decayeron a las 48 horas. Los
niveles del mRNA de SOCS-3 en el grupo control era menor pero por encima de los niveles basales (Figura ).

Control CT-1
Sim 5min 4h 24h 48h 14d 5min 4h 24h 48h 14d

18S
Figura .- Estudio de la expresion por RT-PCR en el tejido renal de SOCS-3.

2.11.2.- STAT3 y p-STAT3

Mientras que no observamos diferencias significativas en el estudio de STAT-3 en ninguno de los
grupos, los resultados obtenidos con pSTAT-3 demuestran un elevado incremento a los 5 minutos y 4 horas
en el Grupo CT-1 respecto al Control (p<0,001) que se normaliza, no existiendo diferencias significativas, en
el resto de los tiempos estudiados (Figuras ).
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Figura .- Intensidad de la banda p-STAT3 a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 dias postreperfusion.
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Figura .- Intensidad de la banda STAT3 a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 dias postreperfusion.

2.11.3.- Akt y p-Akt

El estudio de Akt y p-Akt realizado a los 5min, 4, 24 y 48 horas y 14 dias, no demostré diferencias ni en

la activacién de Akt ni en el Akt total (Figuras ).
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Figura .- Intensidad de la banda p-Akt a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 dias postreperfusion.
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Sim C-5' Cc-4 C-24 C48 (C14 CT-5' CT-4 (CT-24 C(CT-48 C(T-14
Med 0,841 0,891 1,091 1,138 1,358 1,387 1,108 1,238 1,090 1,118 0,984
DS 0,192 0,368 0,445 0,343 0,263 0,143 0,265 0,255 0,330 0,321 0,342
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W
=
=
e
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E 1,000
=
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Figura .- Intensidad de la banda Akt a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 dias postreperfusion.
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2.11.4.- ERK1/2 y p-ERK1/2

El estudio de ERK1/2 y p-ERK1/2 realizado a los 5min, 4, 24 y 48 horas y 14 dias, al igual que ocurrid con
el de STAT-3, solamente presenté diferencias en el primer momento de la valoracion de p-ERK1/2 con un
importante incremento en el Grupo CT-1 respecto a los demas (p<0,0001). En el resto de los tiempos
estudiados no observamos diferencias entre los Grupos Control y CT-1 aunque siguen presentando valores

significativamente superiores al Simulado (p<0,001) (Figuras ).

Control CT-1
5min 4h 24h 48h 14d 5min 4h 24h 48h 14d Sim

pERk1z | R S R E T T Ew

ERKZ e S e e s e e o i i

Tubulina
pERK
2,000
Sim C-5' c-4 C-24 C48 C-14 CT-5' CT-4 (CT-24 CT-48 C(T-14
Med 0,035 0,047 1,153 0,799 0,778 1,104 1,429 0,981 0,725 0,662 0,729
+DS 0,039 0,024 0,318 0,298 0,453 0,137 0,322 0,247 0,259 0,284 0,204
1,500
m
T
c
L]
T ]
T
4§ 1000  Sim
i u Control
E
- m(T-1
0,500

0,000

Smin 24h 48h 14d

Tiempos de estudio

Figura .- Intensidad de la banda pERK1/2 a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 dias postreperfusion.
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2,500
Sim C-5' C-4 C-24 C48 C-14 CT-5' CT-4 CT-24 CT-48 CT-14
Med 1,378 1,293 1,345 1,595 1,376 1,380 1,466 1,467 1,465 1,448 1,603
T +DS 0,262 0,080 0,104 0,605 0,220 0,177 0,125 0,174 0,259 0,409 0,234
2,000
£ 0 ] I I | ! [ .
& .
o
< m Sim
2
5 1000 u Control
£ L
= ECT1
0,500
0,000
Smin 4h 24h 48h 14d
Tiempos de estudio

Figura .- Intensidad de la banda ERK1/2 a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 dias postreperfusion.

2.12.- Estudio de la apoptosis: Caspasa-3 activada

Utilizamos como marcador proapoptético la caspasa-3 activada y en cuanto al estudio realizado a los
5min, 4, 24 y 48 horas y 14 dias, observamos una diferencia significativas, p<0,05, entre los grupos Control y
CT-1 en todos los tiempos. Presentando el grupo Control diferencias con el grupo simulado a los mismos
tiempos p<0,05. Hay que describir qué se ve, como yo he hecho en las descripciones anteriores.

Control CT-1
5min 4h 24h 48h 14d 5min 4h 24h 48h 14d Sim

Cleaved

Caspasa-3 WS ———

Tubulina == e - — - — — - ——

Cleaved Caspasa-3
2,00

Sim C0 C4 C24 C48 C14 CT-0 CT-4 CT-24 C(CT-48 C(CT-14

Med 030 1,53 1,17 1,00 1,14 1,07 0,87 0,68 0,44 0,35 0,24

DS 0,19 0,34 033 038 035 0,11 0,08 0,18 0,25 0,06 0,17
1,50
1,00 & 5im

u Control
I mCT1
0,50
0,00 -
4h 48h

intensidad banda

Smin 24h 14d

Tiempos de estudio
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Figura .- Intensidad de la banda caspasa-3 activada a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 dias postreperfusion.

Los resultados de inmunohistoquimica observados a un aumento de 40X, apoyan los resultados de
western blot, ya que tanto a las 24 como a las 48 horas, en los animales con I/R que habian recibido CT-1 la
intensidad del marcaje de caspasa-3 era menor que en los I/R control en los cuales se observa una mayor
tincion en el citoplasma de las células tubulares.

Control 24h Control 48h
CT1 24h CT148h
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3.- Fase Control de Dosis para Preservacion y Trasplante:

El estudio del radical libre del oxigeno anién superoxido, de la citocina proinflamatoria TNF-a y de la
iNOS para evaluar la mejor dosis a emplear en el modelo de I/R demostrd una ausencia de eficacia en la
disminucién de la produccion del ASO, del TNF-a y de la activacién de la iNOS en los grupos CT100 y CT200
(pNS) (animales tratados con 100 pg/Kg y 200ug/Kg de CT-1), mientras que en los grupos CT400 y CT800
(animales tratados respectivamente con 400ug/Kg y 800ug/Kg de CT-1) se comprobd una disminucion
significativa (p<0,001) en todas las variables estudiadas (Figuras ).

La ausencia de diferencias significativas entre los grupos CT400 y CT800 (pNS) y el no disponer de

estudios de toxicidad, nos hizo tomar la decisién de emplear la dosis menor, 400ug/Kg de CT-1, para la
realizacion del modelo de I/R (Figuras ).

3.1.- Anidn superdéxido

Anidn Superoxido

30
25
S Control CT100 CT200 CT400 CT800
Med 3,96 17,94 14,72 9,8 6,4 5,74
54 DS 1,96 7,01 5,29 2,78 2,26 1,74
£
E
S
B
=5 s
m S
E m
B m Control
E
E HCT1

10

CT100 CT200 CT400 CT300

24 h de preservacion

Figura .-Ritmo de produccion del Anién Superéxido (nmol/mg prot/min).

3.2.- Factor de Necrosis Tumoral-a
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TNF-a
130
160
S Control CT100 CT200 CT400 CT800
- I Med 27,1 126,85 124,3 1049 4324 3876
DS 567 41,36 3021 19,09 1136 713
.
E
] m Sim
o
m Control
mCT-1
CT100 CT200 CT400 CT800
24 hde preservacidn
Figura .-TNF-o. en solucién de preservacién (pg/ml).
3.3.-iNOS
Sim Ctrl CT100 CTZ200 CT400 CT800
Tubulina
iNOS
2,5
5 T i S  Control CT100 CT200 CT400 CT800
Med 0,04 1,6094 1537 1,186 04494 04312
DS 0,05 0,64 0,61 0,52 0,35 0,36
1,5
[ m Sim
2 1
2 u Control
l I |CT-1
0,5
0
CT100 CT200 CT400 CT800
-0.5

24 h de preservacién

Figura .-iNOS en tejido renal preservado.
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4.- Resultados de la fase preservacion

4.1.- Estudio del estrés oxidativo: Anion superdxido

Los rifiones del grupo I/R control presentan una mayor produccion de anidn superoxido que los
observados en el Grupo Simulado desde las 6 horas de preservacidon (p<0,05). Los rifiones del grupo
preservacion que recibié CT-1 tienen menos produccion de ASO que los del grupo preservacidn control a las
6y 24 horas (p<0,05) (Figura )

Anion Superodxido
25
20 — S C30' C-6 C24 C-48 (CT-30' CT-6 CT-24 C(CT-48
Med 454 592 97 1526 1526 25 33 61 768
DS 168 2,02 3,8 852 464 045 1,19 177 292
=
E 15
=
£
o
oy m Sim
E
_E 10 T = Control
c T2
5 [
0
30° 6h 24h 48h
Tiempos de preservacidn

Figura .-Niveles de Anion Superdxido (U/mg prot/min) en la de preservacion

4.2.- Estudio de la citocina: TNF-o

El estudio de la concentracién de TNF- en la soluciéon de preservacion demostrd un incremento de la
cantidad de esta citocina en el Grupo Control respecto del CT-1 a las 24 y 48 horas de preservacién (p<0,05).

A las 48 horas ambos grupos presentaron diferencias significativas con el Simulado (p<0,05) (Figura ).
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TNF-a
250
S C-30' C-6 C-24 C-48 CT-30' CT-6 CT-24 CT-48
Med 26,72 33,74 4444 132,1 188,66 26,54 32,5 48,12 107,22
200 . DS 58 1180 9,35 4139 1579 413 5,14 13,63 2234

pe/ml

6h

24h
Tiempos de preservacion

438h

o Sim
m Control

(T

Figura .- Niveles de TNF-a (pg/ml) a los 307, 6, 24 y 48 h.

4.3.- Estudio de la iNOS

La activacidon de la iNOS se observo significativamente superior en el Grupo Control respecto al CT-1
(p<0,01). En ambos grupos se comprobd una disminucién de la iNOS en los diferentes tiempos ensayados
siendo esta significativa a las 48 horas (p<0,05). El Grupo Control siempre presenté diferencias con el

Control CT-1
30" 6h

6h

24h 48h

Sim

-

- -

Simulado (p<0,05) mientras que el Grupo CT-1 solamente las tuvo a los 30 minutos (p<0,05) (Figura )
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banda

iNOS
S C-30' C6 C24 C48 C(CT1-30' CT-6 CT-24 C(T-48
Med 0,18 194 185 1,36 0,70 1,19 055 054 0,11
DS 0,40 137 1,12 0,90 064 0,82 025 031 0,11
Sim
u Control
m(T-1

30 6h 24h 48h

Tiempos de preservacion

Figura .- Intensidad de la banda iNOS a los 30°, 6, 24 y 48 h.

4.4.- Estudio de la interaccion leucocito-endotelio: VCAM-1

El estudio de VCAM-1 demostréd un aumento significativo, en todos los tiempos, del Grupo Control

respecto al Simulado y CT-1 entre los que no hubo diferencias (pNS) (Figura ).

VCAM-1

Tubulina

Control CT-1
Sim 30" 6h 24h 48h 30° 6h 24h 48h
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VCAM-1

S C30 C6 (C24 C48 (T30 CT-6 CT-24 CT-48
Med 0,79 257 362 439 290 1,26 157 142 1,17
DS 0,38 145 150 1,04 093 0,66 080 070 0,46 —[
5 T

banda
[

Tiempos de preservacién

o 5im
H Control
B(CTa

Figura .- Intensidad de la banda VCAM-1 a los 307, 6, 24 y 48 h.

4.5.- Valoracion de la trascripcion nuclear: NF-xB

Mientras que el estudio de NF-kB p65, no demostro diferencias (pNS) entre ningin Grupo ni tiempo en
pNF-kB p65 observamos valores superiores en los Grupos CT-1 y Control respecto al Simulado (p<0,01), no

existiendo diferencias entre ellos (Figuras ).

Control CT-1
Sim 30° 6h 24h 48h 30° 6h 24h 48h

e e e p—

Tubuine R ——
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banda

NF-kB p65
S C-30' C6 C24 C-48 C(CT-30' CT-6 CT-24 C(T-48
Med 1,79 2,14 235 2,19 225 2,8 221 244 2,10
DS 0,37 0,70 067 0,66 126 0,71 1,00 049 0,72

& Sim

o Control

BCT1
6h 24h 48h

Tiempos de preservacién

Figura .- Intensidad de la banda NF-xB a los 30", 6, 24 y 48 h.

banda

pNF-kB p65
S €30 C6 C24 C48 CT-30° CT6 CT-24 CT-48
Med 0,00 2,08 216 2,14 128 1,26 085 120 0,68
DS 0,00 104 144 1,59 082 047 036 033 0,26
T .
o 5im
B Control
BCT-1
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24h
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Figura .- Intensidad de la banda pNF-xB a los 30", 6, 24 y 48 h.
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5.- Resultados de la fase trasplante renal

5.1.- Supervivencia

El estudio de la supervivencia hasta el dia 30 postrasplante demostré la alta mortalidad en el Grupo
Control que al quinto dia ya era del 60% y llego al 90% al mes de la cirugia. Este Grupo presenté diferencias
significativas con los Grupos Simulado y CT-1 desde el cuarto dia postrasplante hasta la finalizaci'fion del
estudio (p<0,001). El dia 30 del estudio de supervivencia fue el Unico que presento diferencias significativas
(p<0,05) entre el Grupo Simulado y el CT-1 (Figura)

Supervivencia
100 ——-z00—F 2100100100100 =100————100——O 100
90 0 90
80 80 80—

70 \
60 \
50

\ ===Sim
40 40 == Control

-W\-
30 30 K cr1
20

. N

%

Dias

Figura .- Supervivencia tras el trasplante renal; expresado en % de animales vivos.

5.2.- Estudio de la funcion renal:

5.2.1.- Creatinina plasmatica

El estudio de la creatinina sérica y de su aclaramiento, realizado a las 24 horas 3, 7 y 14 dias, demostré unos
valores de creatinina plasmatica significativamente mayores en todos los tiempos estudiados (p<0,05), en el
grupo I/R control con respecto al grupo simulado. El grupo I/R tratado con CT-1 tenia unos valores menores
de creatinina plasmatica que el grupo I/R control (p<0,05) y no presento diferencias con el Simulado (pNS)

(Figura ).
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Creatinina
10
Sim C-24 C-3d C-7d C-14d CT-24 CT-3d CT-7d CT-14d
Med 0,88 2,54 4,42 6,24 6,48 1,66 1,16 1,36 1,18
DS 0,08 0,42 082 1,13 2,89 0,50 0,54 0,36 0,33
8
6
3
"E" m Sim
1 = Control
(T
1 T
0
24h 3d 7d 14d
Tiempos de estudio

Figura 28.- Concentracion de creatinina en plasma (mg/ml) a las 24h, 3, 7, y 14 dias post-

5.2.2.- Aclaramiento de la creatinina

trasplante.

La disminucidn del aclaramiento de la creatinina observado en todos los tiempos del Grupo Control es

significativa (p<0,05) respecto a los Grupos Simulado y CT-1 entre los que no existen diferencias (pNS)

(Figura ).
Aclaramiento de la Creatinina
2,5
Sim C-24 C3d C7d C-14d CT-24 CT-3d CT-7d CT-14d
Med 1,94 056 0,46 034 034 122 1,78 2,12 1,9
I DS 0,29 0,24 0,11 0,15 0,17 0,26 0,54 0,37 0,40

= Sim

H Control

HCT-1

24h

3d

Tiempos de estudio

7d 14d

Figura .- Aclaramiento de creatinina en plasma a las a las 24h, 3, 7, y 14 dias post-trasplante.
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5.3.- Estudio del estrés oxidativo: Anidn Superoxido.

Se comprueba un incremento de la produccién de ASO en el Grupo Control conforme pasan los dias
postrasplante, presentando en todos ellos diferencias significativas con los Grupos Simulado y CT-1 entre

los que no existen diferencias (pNS) (Figura ).

250

200

150

nmol/mg prot/min

100

50

Anion Superoxido

Sm €24 C3d C7d Cl14d CT-24 CT-3d CT-7d CT-14d
Med 4,04 29,46 63,02 117,14 13842 534 7,64 3,48 1,82
+DS 2,33 12,41 2536 63,02 9847 4,80 458 241 1,36

24h ad 7d 14d

mSim
H Control
m(T1

Figura .- Produccion de anién superoxido.

5.4.- Estudio de las Citocinas:

5.4.1.- Factor de Necrosis Tumoral-a

El TNF-a se incrementa significativamente (p<0,01) en el grupo trasplante control con respecto al
simulado y en todos los tiempos observamos unos valores de TNF superiores en el grupo control que el
tratado con CT-1, siendo estas diferencias significativas (p<0,05), no existiendo diferencias entre los Grupos

Simulado y CT-1. (pNS) (Figura ).
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TNF-a
500
Sim C-24 C-3d C-7d C-14d CT-24 CT-3d CT-7d CT-14d
Med 25,9 212,68 298,58 253,76 291,36 78,8 61,2 54,6 58,22
'|' DS 5,29 106,10 128,69 124,72 76,37 19,89 19,19 35,77 41,36
400
300 i [
'E W Sim
ey
2 B Control
200 E(T-1
100
0
24h

3d 7d 14d

5.4.2.- Interleucina-6

Figura .- Valores de TNF-a (pg/ml).

Al tercer dia de evolucion postrasplante observamos un incremento significativo de la IL-6 en el Grupo

CT-1 respecto a los otros dos (p<0,05) no comprobandose diferencias entro otros tiempos y/o Grupos
(Figura ).
IL-6
250
Sim C-24 C3d C7d C14d CT-24 (CT1-3d CT-7d CT-14d
Med 88,16 43,84 38,16 5592 59,36 132,08 180,58 96,14 84,12
'|' DS 9,42 13,52 11,27 30,24 27,29 52,52 36,80 17,18 13,01
200
150
'E uSim
S
g B Control
100 T (Tl
50 T
0
24h 3d 7d 14d
Figura 46.- Valores de IL-6 (pg/ml).
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5.5.- Estudio de la lesion endotelial:
5.5.1.- ICAM-1 soluble

El estudio de la sICAM-1 evidencié un incremento significativo (p<0,001) en el Grupo Control respecto
al Simulado y CT-1, no existiendo diferencias entre estos (Figura ).

Control 14 dias CT-114 dias Sim

sicav-1 SE BTN EEES T o
Tubulina AR A e W B R . SN S - —

sICAM-1

0.5

Sim C-14 CT-14
Med 0 0,278 0,006
0.4 +DS 0 0,175 0,007

0,45

o 5im

u Control
0,2

(T

intensidad banda
=
]
w

0,15

0,1

sICAM-114d

Figura .- Intensidad de la banda sICAM.

5.5.2.- VCAM-1 soluble

Al igual que en el caso anterior, el estudio de la sVCAM-1 evidencié un incremento significativo
(p<0,001) en el Grupo Control respecto al Simulado y CT-1, no existiendo diferencias entre estos (Figura ).

Control 14 dias CT-114 dias Sim

sveant s R ER TR T

TubUuling — = o co— co— — — — — — —
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sVCAM-1

0.5

Sim C-14 CT-14
Med 0 0,256 0,007
0,4 +DS 0 0,196 0,008

0,35

0.3

H5im

0,25

H Control

intensidad banda

0,2 u(T1

sWVCAM-1 144

Figura .- Intensidad de la banda sVCAM.

5.5.- Estudio de la activacidon del factor de trascripcidn nuclear kB: IkB-a

Comprobamos un incremento significativo en el Grupo Control, en todos los tiempos, respecto a los
otros Grupos, entre los que no hubo diferencias (Figura ).

Control CT-1
24h  3d 7d 14d 14d Sim

24h  3d 7d
ey 1 1 E el Rl
TN S —
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intensidad de banda

3,5

25

1,5

0,5

IkBow

Sim C-24 C-3d C-7d C-14d CT-24 CT-3d CT-7d CT-14d

Med 0,6204 1,7204 2,3264 1,9934 1,8072 0,4022 10,4052 0,5014 0,6324

*DS

0,18 0,25 0,98 0,63 0,49 0,19 0,22 0,15 0,29
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Figura .- Intensidad de la banda IkB-a a las a las 24 horas, 3, 7 y 14 dias post-trasplante.
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V.- DISCUSION
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V.- DISCUSION

El sindrome de I/R esta representado por una amplia variedad de manifestaciones clinicas
gue son a la vez causa y consecuencia de multiples alteraciones sistémicas que forman parte de la
amplificacion de la respuesta inflamatoria e inmunoldgica de los pacientes quirdrgicos. Su
fisiopatologia es el resultado de una compleja interaccién celular y humoral en la que intervienen
el endotelio, neutréfilos, complemento, linfocitos, CAMs, RLOs y mediadores de la inflamacidn,
entre otros, los cuales favorecen el dafo ultraestructural del aparato energético celular y la
muerte celular. La gravedad de esta respuesta estd determinada por la intensidad de la lesion
primaria. La magnitud del trauma y la propia cirugia mayor condicionan un primer dafio al
paciente critico, el cual rapidamente es seguido por una respuesta inflamatoria, que se constituye
como una segunda agresion que determina en una buena parte de los casos el prondstico critico y
la recuperacion de los enfermos. Por este motivo, la modulacién de esa respuesta, es un factor
esencial que permite modificar las evoluciones adversas. Se ha despertado un gran interés
cientifico en torno a estos problemas y, en especial, en la manera en la que se debe facilitar el
restablecimiento de la homeostasis en las horas inmediatamente siguientes a los eventos que
demandan por su complejidad una atencion integral del cirujano. Se han formulado multiples
alternativas, algunas aun en fase experimental, y es muy importante el desarrollo de nuevas
terapias que permitan abordar y objetivar rutinariamente un problema mayor de los pacientes
quirdrgicos. Un caso especial de I/R en el que se ha centrado este estudio es el del trasplante
renal.

El hallazgo de la accion de la CT-1 mejorando la lesion por I/R, en otros

tejidos®12315317,353,399,363,457459 ghre el camino para su utilizacién en todo proceso quirdrgico que
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implique una situacidn isquémica y su consiguiente reperfusion, y su uso puede suponer una

importante mejora en la viabilidad de los trasplante de rifién.

En el modelo experimental que se ha desarrollado en el presente trabajo nos hemos
planteado estudiar el sindrome de la respuesta inflamatoria, sus consecuencias y su control con la
administracidn profilactica de un farmaco de nueva generaciéon en fase experimental, la CT-1, con
la doble intencidn de incrementar el conocimiento de la fisiopatologia de estos procesos vy
profundizar en la comprensién de otros mecanismos de accion del farmaco empleado, que

puedan ayudar a su utilizacién convencional o incluso abrir nuevos campos terapéuticos.
Hemos dividido el presente trabajo en cuatro fases:

4+ En la primera fase, mediante un modelo experimental de I/R renal, evaluamos el efecto
que ejerce la CT-1sobre la respuesta inflamatoria.

+ En la segunda fase, mediante un modelo experimental de preservacién, evaluamos el
efecto que ejerce la CT-1 en el liquido de preservacion sobre la inflamacién del érgano
preservado.

4+ En la tercera fase, mediante un modelo experimental de trasplante renal, evaluamos el

efecto que ejerce la CT-1 sobre la respuesta inflamatoria del rifidn trasplantado.
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1.- Discusion de Resultados para la Evaluacion de la Dosis

Para evaluar la dosis mas adecuada de Cardiotrofina-1 (CT1rat drobiosystems, 06092500-
02), se hicieron cuatro grupos con diferentes concentraciones: Simulado, CT200 (200 pg/Kg CT-1),
CT400 (400 pg/Kg CT-1), y CT800 (800 pg/Kg CT-1), y medimos la produccién del ASO (0O,) que es

una especie reactiva derivada del oxigeno que se origina debido a una agresion tisular.

La cantidad de ASO producida en el rifién por los grupos CT400 y CT800 es
significativamente inferior a la del grupo simulado. Ademas no se encontraron diferencias
significativas diferencias entre los grupos CT400 y CT800, por lo que seleccionamos CT400 como la

dosis adecuada para nuestro estudio.

La disminucidon de la producciéon de ASO inducida por la CT-1, junto con la revisidn
bibliografica sobre la CT-1 y la experiencia previa en diferentes modelos experimentales de
respuesta inflamatoria [Iniguez M. y cols., 2006] nos hicieron decidir la dosis y el momento de

administracién respectivamente
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2.- Isquemia Renal Caliente + Reperfusion (I/R)

La fisiopatologia del dafio originado por la I/R renal no se conoce integramente pero si se
han investigado detalladamente muchos fendmenos claves en el dafo que sigue a la isquemia
tisular y posterior fallo renal, como son la vasoconstriccion, el estrés oxidativo, la activacién de
células endoteliales, la infiltracidon renal de celulas inflamatorias, la inflamacion renal, la

despolarizacién y necrosis del epitelio tubular y el edema intersticial.

Aunque se ha estudiado detalladamente el papel y el efecto de la CT-1 en la I/R cardiaca y
hepatica, no tenemos conocimiento de que se haya estudiado en la I/R renal. En esta fase de
nuestro estudio experimental, hemos demostrado que la administracién profilactica intravenosa
de CT-1 previene el dafio producido por la I/R en el rifidn, lo que se demuestra por una mejoria de
las lesiones estructurales y funcionales del rifién que recibe CT-1 con respecto a los animales que
no lo reciben. Estos datos estdn de acuerdo con estudios publicados en modelos experimentales
de I/R en otros organos en los que la CT-1, presenta efectos protectores frente al dafio por I/R.

312,315,317,353,359,363,457459 A continuacion pasamos a discutir detalladamente estos resultados.

2.1.- Supervivencia

El grupo de animales tratado con CT-1 tiene una supervivencia a los 14 dias post-
reperfusion mucho mayor (80%) que la del grupo control (50%), lo que coincide con los efectos
descritos por otros autores que demuestran el importante papel que tiene la administracién de

CT-1 en el mantenimiento de la funcidn de otros érganos después de la |/R31%31>317,353,359,363,457-459

En un modelo en ratas en las que se estimulé la expresion de CT-1 mediante la
administracién de un adenovirus conteniendo el cDNA de CT-1, se observé que esta maniobra
aumento la supervivencia después de la hepatectomia masiva, una intervencién que causa la

mortalidad del 91% de los animales control, mientras que el 54% de los animales que recibian
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terapia génica con CT-1 sobrevivian a largo plazo. *** En otro estudio sobre fallo hepatico

fulminante en ratas la administracion de CT-1 aumentd la supervivencia hasta en un

80%322,348,353,406,414,415

2.2.- Funcion renal e histologia renal

En cuanto a la funcidn renal, nuestros resultados demuestran que la administracion
profilactica intravenosa de CT-1, previene la disminucién del filtrado glomerular inducido por la
I/R, medido por unos menores niveles de creatinina en plasma y un mayor valor del aclaramiento
de creatinina en el grupo tratado con CT-1 comparado con el grupo I/R control. Estos datos estan
de acuerdo con los hallazgos histoldgicos que demuestran que la administracién de CT-1 reduce la
necrosis tubular inducida por la I/R y sugieren un papel protector de la CT-1 sobre la funcién del

érgano.

Otro mecanismo, que podria influir de manera esencial en la mejoria de la funcién renal
podria ser que el aporte de CT-1 mantendria en el rindn la sintesis de sustancias con accién

vasodilatadora, esencialmente prostaglandinas, como se ha demostrado en el higado. ***

2.3.- Estrés oxidativo

En cuanto a la produccion de RLO observamos que los niveles de ASO aumentan en el
tejido de rifidn del grupo control tras la I/R, sin embargo en las ratas tratadas con CT-1 no se

observé este aumento®>2348:40

. Se ha demostrado que la activacion de la via de sefalizacion
gp130/STAT3, via fundamental de accion de la CT-1, induce la expression de la enzima
antioxidante superodxido dismutasa que transforma el ASO en perdxido de hidrégeno, menos
agresivo>>?, y esto junto con el efecto antiinflamatorio que luego se discutird, podria explicar estos

resultados.
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2.4.- Inflamacion

Para verificar la activacién de NF-kB se analizaron los cambios en los niveles de p65
fosforilado y el IkB-a total, porque la fosforilacion de la subunidad p65 y la degradacién de IkB-a
estan asociados con la activacién de la via NF-kB. *° Nuestros datos demuestran que p65
fosforilado aumenta inmediatamente, a los 5 minutos tras la reperfusion, mientras que IkB-a
total disminuye en los dos grupos, por lo que se estaria degradando por el proteosoma. Mientras
p65 fosforilado va disminuyendo con el tiempo, IkB-a total va aumentando con el tiempo en el
grupo control, mientras este era muy bajo en el grupo tratado con CT-1, por lo que pensamos que

460461 ganerando un circuito de

el NF-kB nuclear conduce a la expresion de IkB-a,
retroalimentacion negativa. *’® Por esta razon, en ausencia de IkB-a la terminaciéon de la
activacion de NF-kB en respuesta a un estimulo como TNF- a esta significativamente retardada.
210213 | 5 fosforilacion de p65 y la liberacién de IkB-a desde el complejo p65-p52-1kB sugieren la

activacion de NF-xB.

NF-kB es un factor de transcripcién que controla la expresién de multiples genes
involucrados en la inflamacién, entre ellos genes que codifican citocinas proinflamatorias como
(IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-a, etc), quimiocinas como (IL-8, MIP-1a, MCP-1, RANTES, etc), moléculas de
adhesién como (ICAM, VCAM, E-selectina), enzimas inducibles (COX-2 e iNOS), factores de
crecimiento y algunas proteinas de fase aguda y receptores inmunolégicos, todos ellos implicados

en el control de la mayoria de los procesos inflamatorios*¢46%43,

Nuestros datos demuestran que en los animales que reciben CT-1, NF-kB estd menos
activada en riiidn tras la isquemia. El efecto de CT-1 sobre la activacion de NF-kB es variable segin
los diferentes trabajos de la literatura. En un modelo de infeccidén por LPS se ha observado que la
administracion intravenosa de la CT-1, provoca en el corazén una disminucion de la expresion de

299
B~

iNOS y de la activacién de NF-k Se ha descrito que CT-1 activa NF-xkB en celulas

328440 ' monocitos™?******. por otro lado se ha descrito que los efectos citoprotectores

endoteliales
de CT-1 en cardiomiocitos en cultivo ocurren a través de la activacion de NF-kB**. Por lo tanto,

parece que, dependiendo de las circunstancias, CT-1 induce o inhibe la activaciéon de NF-kB.

Asimismo hemos demostrado que la I/R renal induce un aumento de los niveles
plasmaticos de TNF-a, IFN-y, e IL-1f. En un estudio in vivo de I/R renal se ha demostrado que la

expresion renal de quimiocinas estaba significativamente aumentada después de la I/R, y se
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acompafiaba de una importante acumulacién de macréfagos en el intersticio renal. *® Esta
acumulacion de los macrdfagos en el rifidn post-isquémico es debido a la sobreexpresion de

219,234

quimiocinas en las células tubulares. La disminucion selectiva de macrdfagos disminuye el

dafio agudo del rifién isquémico. 2

Nuestros datos demuestran que en las ratas con I/R que recibieron CT-1 los niveles
plasméticos de TNF-q, IFN-y, e IL-1 son menores que en las ratas que no reciben CT-1. Benigni et
al han demostrado que la CT-1 inhibe la produciéon de TNF-a tanto en suero, como en corazdn,
por lo tanto podria ser un inhibidor endégeno de la produccion de TNF-a. *® De este modo, CT-1
previene del dafio pulmonar agudo producido por endotoxinas a través de la inhibicién de la

M1 13 CT-1 administrada

produccion de TNF-a o de otras citocinas proinflamatorias.
exdgenamente va a inducir sobreactivacion de gp130 con un incremento en la fosforilacion de
STAT-3 y STAT-1 en el rifién que posteriormente va a incrementar la expresion de SOCS-3 y SOCS-

300,466

1 lo que inhibe las citocinas proinflamatorias. La inyeccion intravenosa de CT-1 a ratas

299

Wistar inducen en el corazén un aumento rapido de la expresion de mRNA de SOCS-1. ©° Ademas

se ha demostrado que SOCS-1 tiene un efecto dominante sobre el receptor del INF-y (IFN-yR),

inhibiendo los efectos proinflamatorios de este. *¢"4%®

Nuestros resultados también demuestran que, como habiamos visto en estudios
anteriores, la I/R renal hace disminuir los niveles circulantes de IL-6 e IL-10, citocinas con efecto
predominantemente antiinflamatorio,. ">*® En las ratas a las que se administra CT-1, los niveles
circulantes de IL-6 e IL-10 son similares o incluso mayores que los del grupo simulado. Este efecto
podria participar en el efecto protector renal de la CT-1, ya que se ha demostrado que IL-10
previene la activacion de NF-kB inducida por TNF-a, debido a la activacion de la via de
supervivencia celular ERK1/2. Por lo tanto si la CT-1 aumenta la sintesis de IL-10, éste, aumenta la
activacion de ERK1/2 y por lo tanto la inhibicién de NF-xB, como también hemos observado en

nuestros datos.

Como ya sabemos IL-10 requiere de la activacion de STAT-3 para ejercer sus efectos
antiinflamatorios, IL-10 induce rapidamente SOCS-3 de forma dependiente de STAT-3 e IL-10

9 por lo tanto IL-

utiliza SOCS-3 de manera temprana para limitar la produccién de TNF-a e iNOS.
10 utiliza diferentes mecanismos de accion a través de la proteina SOCS-3 sobre diferentes vias,
activadas por el mismo estimulo. Ademas, la IL-10 también induce la sintesis de BCL-3, la cual se
une al NF-kB como molécula inhibitoria, por lo que IL-10 utilizaria también esta via para inhibir la

activaciéon de NF-kB. *7°
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La CT-1 induce la sintesis de IL-6 in vitro ****

y se ha demostrado que este efecto es a
través de NF-xB, ya que en la region promotora del gen IL-6, se encuentra un sitio de union para
NF-kB. *’* El mecanismo exacto de cémo la activacion de JAK2/STAT3 participa en la expresion de
IL-6 inducida por CT-1 no estd claro. Una activacion directa del gen IL-6 parece poco probable,

porque no hay ningun sitio de unién para STAT3 en el gen promotor de IL-6. *4**72

IL-6 puede provocar in vivo tanto efectos antiinflamatorios como proinflamatorios

472 5e ha demostrado que cuando SOCS-3 esta ausente, la

dependiendo de las circustancias.
activacion de STAT-3 mediada por IL-6 via gp130 induce respuestas antiinflamatorias idénticas a

las de IL10R. %’

Existen observaciones contradictorias con las anteriores, en las que se sugiere que la
produccion de IL-6 por parte de la CT-1 podria ser utilizado como un mecanismo regulatorio

43 |os efectos

beneficioso. En un modelo de dafio agudo por I/R en corazén de rata
citoprotectores antiapoptéticos de la IL-6 mds el receptor soluble de la IL-6 eran mas fuertes que
sus efectos proinflamatorios, lo que sugiere que la IL-6 producida por la CT-1 podria tener efectos

antiapoptéticos.

De estos datos se puede deducir una mayor capacidad de controlar la respuesta
inflamatoria tras la I/R renal en los grupos tratados con CT-1 y que el efecto protector de CT-1 es
debido, entre otros mecanismos, a sus efectos en el incremento de las citocinas IL-6 e IL-10 y al

decremento de TNF-a,, IL-1B e IFN-y, fenémenos vinculados a un efecto antiinflamatorio. **

Nuestros resultados también corroboran que la I/R renal aumenta la expresidon de iNOS,
mientras que la administracidon de CT-1 disminuye dicho aumento de la expresién. Otros autores
han descrito que la administracidon de CT-1 disminuye los mediadores de la respuesta inflamatoria
y entre ellos la iNOS, ** lo que apoya también nuestras observaciones. Sin embargo, se ha
demostrado que la CT-1 tiene efectos hemodindmicos aparentemente contradictorios con esta
observaciéon. Cuando se administra la CT-1 intravenosa en ratas causa hipotension sistémica de
manera dosis dependiente, demostrandose que la hipotensién es causada por vasodilatacion y

408478 En nuestros resultados observamos un

este efecto es debido a la activacion de la iNOS.
aumento significativo de la iNOS a los 5 minutos en el grupo tratado con respecto al grupo
control, y a las 4, 24 y 48 horas disminuye en el grupo tratado respecto al control, debido

posiblemente a la disminucidn de las citocinas proinflamatorias y de la activacién de p65.

La regulacién de la actividad de la iNOS es principalmente transcripcional; la unién de

STAT y NF-kB a las secuencias del promotor que presenta la iNOS son necesarias para la activacién
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de la iNOS. *’® La activacidn de p65, juega un importante papel en la expresion de iNOS. *>*7® En

nuestro trabajo la CT-1 disminuye la activacion de p65 y también la expresidon de iNOS. También
en los estudios de sepsis in vivo, hay activacién de NF-kB, y aumento de la expresion de iNOS, y
ambos fendmenos se inhiben totalmente en las ratas tratadas con CT-1 *® Por lo tanto, es posible

que el efecto de CT-1 sobre la iINOS esté mediado por la menor activacidon de NF-kB.

Mientras que se conoce mucho sobre los mecanismos de induccidon de iNOS, se han
encontrado pocos represores transcripcionales. Se ha investigado sobre el papel de la proteina
STAT-3 en la induccién de iNOS por LPS, IL-1B e INF-y en células mesangiales. Estos estimulos
inducen rapidamente la fosforilacién de STAT-3 y la unién de STAT-3 a la secuencia especifica de
DNA. Se ha demostrado también que el NF-kB forma un complejo con STAT-3. La interaccion
directa de STAT-3 y NF-kB p65 se observd in vivo e in vitro. La sobreexpresion de STAT-3 inhibe de
manera espectacular la induccién de iNOS mediada por IL-18 o por IFN-y + LPS. También se ha
demostrado que la sobreexpresién de STAT-3 inhibe la actividad de un gen promotor dependiente
de NF-kB, desprovisto de elementos de unidén para STAT sin influir a la actividad del DNA de unidén
para NF-kB. Por lo tanto STAT-3, via interaccidn directa con NF-kB p65, actia como un inhibidor
de la actividad de NF-kB para suprimir la induccidn indirecta del promotor de iNOS por citocinas
en células mesangiales. *°

Se ha observado tanto in vitro como en un estudio in vivo sobre I/R renal que la expresidn

de algunas quimiocinas es mediada por la activacion de la ruta JAK/STAT. %6

2.5.- Infiltracion neutrofilica y CAMS

También hemos demostrado en nuestro estudio que en los rifiones de ratas sometidas a
I/R y que reciben CT-1 hay una menor acumulaciéon neutrofilica medida por la actividad de
mieloperoxidasa. Asimismo hemos observado una menor cantidad de las moléculas de adhesién
(CAMs) P-selectina, ICAM-1, VCAM-1 y PCAM en los rifiones de las ratas tratadas con CT-1 que en
los de las ratas sin tratar.

Se ha descrito ya que la administracion de CT-1 disminuye la acumulacién de neutrdfilos

411

inducida por endotoxina en el pulmén™ . Los mecanismos implicados en este efecto no estan del

todo claros: podria ser a través de la inhibicion por CT-1 de la produccién de TNF-a*®, o a través
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de la inhibicién de otras citocinas proinflamatorias. Hay que tener en cuenta que las citocinas
como el TNF-a inducen un incremento de la expresion de las CAMs y por lo tanto de la interaccion

leucocito endotelio*4¢847

. Por lo tanto si hay una menor expresion de las CAMs habrd menor
infiltracion neutrofilica asociada a un menor dano en la funcidén renal. En un estudio in vivo, la
administracién de CT-1 disminuye la acumulacién de neutréfilos en el pulmén®'™.

Varios estudios in vitro revelan que la expresiéon de las CAMs esta asociada con la

312,313,328,464,465

activacion de la via de sefializacion JAK/STAT . Se ha demostrado que IFN-y induce

expresion de ICAM-1 a través de la activacion de JAK/STAT in vitro®®”*’®. Aunque son escasos los

estudios in vivo que relacionen JAK/STAT con la expresion de las CAMs*®

, se ha demostrado que
la CT-1 induce expresion de la ICAM-1 en cultivos de células endoteliales®*®***'. La expresion de
ICAM-1 y VCAM-1 inducida por CT-1 requiere la activacion de NF-kB******°_ Sin embargo en
nuestros resultados podemos ver que la expresion renal de las CAMs es significativamente menor
en las ratas tratadas con CT-1 que en el grupo control. Esta disminucién seria debido a la
disminucién de citocinas y de la activacion de NF-kB ya descritas, ya que la expresion de las CAMs
por la I/R estd mediada a través de la activacién de NF-kB por estimulacion de las citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1B, e INF-y. *”° También se ha visto que la expresién de ICAM-1y
de VCAM-1 estimuladas por el TNF-a son dependientes de NF-kB ya que si se inhibe totalmente

NFkB se inhibe también la expresién tanto de ICAM-1 como VCAM-1**

. Por lo tanto podemos
sugerir que la administracion de CT-1, al disminuir los niveles de citocinas proinflamatorias y la

activacion de NF-xB, disminuiria la expresion de las CAMs.

2.6.- Apoptosis

Nuestros resultados demuestran un aumento de la apoptosis tras la I/R, demostrada por

un aumento de la expresion de caspasa-3 activada. Este resultado concuerda con la observacién

generalizada de que la apoptosis es una de las causas de dafio renal durante la I/R®. L

a
importancia de la caspasa-3 en dicha apoptosis se demuestra por el hecho de que la
administracion de un RNA de interferencia contra caspasa-3 en el liquido de preservacion renal
disminuyd la expresidn de caspasa-3 activada y la apoptosis renal tras la reperfusién, y produjo

una mejor funcién renal*!,

Pégina | 257



TESIS DOCTORAL:
Maria Begoia Garcia Cenador

Nuestros resultados muestran una disminucidn significativa de la caspasa-3 activada en el
grupo tratado con CT-1, con respecto al grupo control en todos los tiempos, habiendo sido

482,483
.P

documentados ya los efectos antiapoptoéticos de la CT-1 en diferentes modelos de daio or

ejemplo, la CT-1 protege de la apoptosis provocada por doxorrubicina en miocitos cardiacos in

307,316

vitro. También se ha demostrado proteccidon contra la apoptosis inducida en células del

409

pulmén. In vivo, la CT-1 protege de la apoptosis en el infarto de miocardio, inhibe

significativamente P53, Fas y Bax, y se incrementa la expresion de la molécula anti-apoptdtica Bcl-
2. *°%3%2 |3 CT-1 también reduce la muerte celular neuronal tanto in vivo como in vitro. **
Asimismo se ha demostrado que la CT-1 actia como una defensa natural del higado contra la
apoptosis, pudiendo tener un potencial terapéutico importante, ya que la CT-1 protege del fallo
hepatico fulminante inducido por D-gal, mediante sus efectos como molécula antiapoptdtica y
favorecedora de la reparacion celular. **> También se ha demostrado que CT-1 induce un aumento

371
0.

en la sintesis de las proteinas de choque térmico hsp70 y hsp9 Este incremento estd

relacionado con la proteccién de muerte celular por estrés isquémico en el pulmén. ***

Se ha demostrado que la proteccion frente a la apoptosis inducida por CT-1 en miocitos
cardiacos sometidos a un estrés por I/R puede estar mediada por la activacion de la
translocacion al nidcleo de NF-xB y la activacidon transcripcional de la expresién de genes
dependientes de NF-kB con efectos citoprotectores. **® Hay que tener en cuenta que la activacién
de NF-xB puede tener efectos pro-apotdticos o anti-apoptdticos. De ahi la importancia de
comprender los mecanismos de sefializacién a través de los cuales CT-1 actua sobre NF-kB. NF-xB
es activado a través de diferentes cascadas de sefializacién tales como Akt y ERK que fosforilan
IkB, NF-kB es liberado de la subunidad inhibidora (IkB), y traslocado al nucleo, *** donde
promueve la actividad transcripcional de determinados genes involucrados en inflamacion,
crecimiento celular y proteccidon antiapoptdtica, ademas de otros genes proapoptoticos. 486,487
Otro de los mecanismos del efecto anti-apoptotico de CT-1 podria ser la inhibicién de la
produccion de TNF-a. El TNF-a causa un incremento significativo de la apoptosis debido a un
incremento en la activacién de la caspasa-3, la proteasa clave en la ejecucién de la apoptosis. **
Ademas SOCS-1, que hemos visto que se activa por CT-1, suprime la apoptosis inducida por TNF-a
posiblemente por la disminucién en la caspasa-3 activada y la inhibicion de la caspasa-8 activada,
por lo que ese podria ser otro mecanismo de accién de CT-1 inhibiendo apoptosis. Este efecto se

llevaria a cabo mediante la inhibicién de JAK1 por SOCS-1. %
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Otra de las vias claramente implicadas en la inhibicion de la sefial apoptdtica es la via de la
PI3K/AKT. Como hemos visto antes, nuestros resultados demuestran una activacidén de la ruta
PI3K/AKT tras el tratamiento con CT-1 a los 5 minutos y a las 4 horas, aunque las diferencias no
son significativas en pAKT, con respecto al grupo control. La activacion de PI3K induce la
activacion por fosforilacion de AKT en la serina 475 y treonina 308. La activacion de AKT provoca a
su vez la fosforilacién de BAD en las serinas 112 y 136. BAD es un miembro de la familia de Bcl-2 y
es un regulador importante de la sefial de supervivencia. BAD inactivo dimeriza con las proteinas
Bcl-x o Bcl-2 neutralizando su actividad antiapoptética. La fosforilacién de BAD conlleva la
liberacién de Bcl-2 o Bcl-x que suprimiran la via de apoptosis. Por tanto, la fosforilacion de BAD

supone la supresién de la via de apoptosis>”’.

En resumen, la CT-1 es capaz de inducir la via de sefializacién de JAK/STAT asi como la via
de supervivencia PI3K/AKT. Por tanto, la cascada de sefiales inducida por la CT-1 explica que la CT-
1 actlie como una citocina con efectos antiapoptoéticos a través de la via PI3K/AKT y posiblemente

como inductora de la proliferacion y diferenciacion en hepatocitos a través de la via JAK/STAT-3.

2.7.- Expresion de cardiotrofina-1 y de su receptor

Nuestros resultados muestran que el rifidn no hay un aumento substancial de las
cantidades de CT-1 tras la I/R. Estos resultados no son diferentes de los que se han observado en
el higado, en el que se ha visto que la isquemia no induce un aumento de la expresién de CT-1 en
tejido, sin embargo si se observan diferencias en el suero por lo tanto si habria mas CT-1
circulante y la CT-1 podria actuar de forma paracrina durante el precondicionamiento
isquémico®™. Con respecto a la cantidad de CT-1 exdgena administrada, nuestros resultados
demuestran que se capta en grandes cantidades por los rifiones, sobre todo por el contralateral
no isquémico, y que desaparece, de forma que a las 48 horas no se observa CT-1 exdgena en el

rifidn isquémico.
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2.8.- Sefializacion. JAK/STAT-SOCS

La I/R induce un aumento progresivo de la activacion de STAT-3, mientras que, como era
de esperar, la administracion de CT-1 induce una activacidon todavia mayor de STAT-3. La
activacion de STAT-3 se produce por fosforilacion de un residuo de tirosina en la posicidon 705 y un
residuo de serina en la posiciéon 727. La activacién de STAT-3 por la fosforilacién de la tirosina 705
la llevan a cabo varias cinasas, incluyendo JAK, EGFR, Src y ERK mientras que la fosforilacién de la
serina 727 tiene lugar por otras serinas cinasas como MAPK, protein cinasa C (PKC) y otras. La
fosforilacién de STAT-3 en el citoplasma lleva a su dimerizacién, translocacién al nucleo, y unién al
DNA y como resultado la expresidon de genes involucrados en proliferacidn, supervivencia, y
diferenciacion celular. **® Los efectos reguladores de STAT-3 pueden ser opuestos dependiendo de
la citocina que lleve a cabo su activacién como probablemente del tipo celular y de las vias de

sefializacion que se lleven a cabo en paralelo®?*%.

La activacidn de la ruta JAK/STAT estd implicada en la regulacion de los mecanismos de
respuesta inflamatoria®*®. Dependiendo del ligando y de los diferentes STATs que estén
involucrados, los efectos bioldgicos pueden ser proinflamatorios o antiinflamatorios. Las citocinas
de la familia de IL-6 ejercen su accién via homodimeros STAT-3 o heterodimeros STAT1/3. Esos
complejos se unen a las secuencias GAS e inducen la transcripcion de genes que regulan
proliferacion y supervivencia de células. La STAT-3 también traducen las acciones
antiinflamatorias de IL-10. Los receptores generan distintos pools del mismo STAT activado, con
distintas actividades solapadas. Si la activacidon de STAT-3 por parte de IL-6 es mantenida en vez

491492 F1y nuestro estudio

de ser transitoria, IL-6 puede activar genes antiinflamatorios como IL-10.
a las 4 horas tanto IL-6 como pSTAT esta incrementada por lo que su accion estd siendo
prolongada, no transitoria, lo que sugiere que sus efectos son basicamente antiinflamatorios.
Ademas, el INF-y inhibe la activacién de STAT-3 inducido por IL-6 acompafiado por un incremento
en la induccién de SOCS-3, y como consecuencia la disminucidon de la expresion de genes
antiinflamatorios, por lo que el INF-y induce cambios en la sefializacién de IL-6 hacia un fenotipo
proinflamatorio. *** Por lo tanto, nuestros datos de menores niveles de INF-y en el grupo tratado

con CT-1 con respecto al no tratado, explicaria la disminucion de expresién de genes

proinflamatorios y permitiria a la IL-6 ejercer su efecto protector.

El papel de STAT-1y STAT-3 en apoptosis y proliferacidn celular no esta nada claro, ya que

algunos estudios los asocian con apoptosis y otros con proteccién contra la apoptosis. Por otra

Pégina | 260



Sindrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la
Isquemia/Reperfusion y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina-1.

parte, aunque STAT-3 favorece la proliferacién celular, STAT-1 parece tener efectos

antiproliferativos. ***%%*

Se conoce relativamente poco acerca de como la via de sefializacion JAK/STAT actta sobre
el dafio inducido por la I/R en un érgano sélido. En un modelo de dafio renal por I/R en rata, la
interrupcion de JAK2 mediante un inhibidor, (AG490) inhibid las vias de sefializacién STAT-1/STAT-
3, mejord la funcidn renal, disminuyd las lesiones histoldgicas y redujo la apoptosis de las células

del epitelio tubular. **°

La I/R induce un aumento progresivo de los niveles de SOCS-3, mientras que la
administracién de CT-1 induce un aumento muy rapido de SOCS-3, cuyos niveles aumentan
rapidamente tras la administracion de CT-1, volviendo a niveles basales a las 24 horas. En un
modelo de infeccién por LPS se ha observado que la administracién intravenosa de la CT-1,
provoca en el corazén, un gran aumento de SOCS-1 junto con una disminucidn de SOCS-3 que se
acompafia de inhibicién de pSTAT-1, pSTAT-3, iNOS y p65°°**®. Como hemos dicho en la
introduccion, el aumento de SOCS-3 tras CT-1 estd basado en la activacion de la ruta JAK/STAT,

30 va que SOCS-3, es responsable de

mientras que a su vez, SOCS-3 inhibe la activacion de STAT-3
la regulacién de las citocinas cuya sefializacion es a través del receptor gp130, y ademas se ha
demostrado que SOCS-3 afecta tanto a la calidad como a la cantidad de la sefializacién a través

4954% Nuestros datos de un menor dafio renal y unos mayores niveles de

del receptor gp130.
SOCS-3 en los rifiones de los animales tratados con CT-1 estan de acuerdo con otro estudio en el

que se demuestra que SOCS-1 y SOCS-3 inducen proteccidn del dafio renal agudo por isquemia.

Tanto SOCS3 y SOCS-1 estan relacionados con la inflamacién. SOCS-1 actiua como
regulador de la sefializacién del INF-y y modula la respuesta del TNF-a. Ademas, la sobreexpresién

9 por ello, los altos niveles de

de SOCS-1 disminuye la activacion de p65 y la expresion de iNOS.
SOCS-3 observados tras la administracion de CT-1, podria explicar la menor activacién de p65 y la

menor expresion de iNOS observados en los riflones de estos animales.

Tanto IL-6 como IL-10 inducen la expresién de los reguladores negativos feedback SOCS.
Las SOCS interactuan directamente con las JAKs o con los receptores de las citocinas inhibiendo su
actividad catalitica. Las SOCS ademas suprimen la sefializacion JAK/STAT inducida por varias
citocinas. Por lo tanto, podemos sugerir que la activacién de SOCS tras la I/R tiene como papel

fisioldgico contrarrestar parcialmente la activacién de la ruta JAK/STAT que se produce tras la I/R.
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2.9.- Senalizacion ERK-AKT

Nuestros resultados demuestran un aumento de la activacidon de ERK en el rifndn tras la
I/R. Cuando se administra CT-1, se observa un aumento en la activacion de ERK a los 5 minutos de
la reperfusidn, sin diferencias significativas con el grupo que no recibe CT-1 en el resto de los
tiempos. CT-1 activa la ruta MEK1/2-ERK1/2 en corazén > y se ha demostrado el papel de la via
ERK1/2 en los efectos protectores de la CT-1 en la I/R cardiaca tanto si se afiade antes o después
de la isquemia, ya que en ambos casos esos efectos protectores se bloquean si se inhibe esa

#_313,359
via .

Una de las vias claramente implicadas en la inhibicion de la sefial apoptética es la via
PI3K/Akt. La activacion de PI3K induce la activacién por fosforilacién de Akt. En resumen, la CT-1
es capaz de inducir la via de sefalizacién de JAK/STAT asi como la via de supervivencia PI3K/Akt.
Por tanto, la cascada de sefales inducida por la CT-1 explica que la CT-1 actle como una citocina

307

con efectos antiapoptéticos a través de la via PI3K/Akt >’ y posiblemente como inductora de la

proliferacidn, diferenciacidn y proteccion frente al dafio por I/R através de la via JAK/STAT/SOCS.

Por lo tanto y en conclusidn general podemos sugerir que la proteccidén que ejerce la CT-1
sobre la I/R renal estd basada en una menor produccién de RLOs, una menor activacion endotelial
y una menor respuesta inflamatoria, probablemente mediada por una activacion de las vias STAT-

3/S0CS-3.
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3.- Preservacion Fria del Rindn

La preservacion en frio es un proceso imprescindible en el mantenimiento de los drganos
gue van a ser trasplantados y ha facilitado mucho que puedan utilizarse érganos de personas
fallecidas y ser trasplantados a pacientes que estan a mucha distancia. Sin embargo, aun en frio,
se produce un dafio en el érgano tanto durante la preservacion como en la fase de reperfusion
tras el trasplante. Este dafio durante la preservaciéon renal condiciona, en el mejor de los casos, la
aparicion de NTA. Si la NTA es irreversible hablaremos de un fallo primario del injerto,
consecuencia del desarrollo de una necrosis cortical. El desarrollo de NTA reduce en al menos un
10% el porcentaje de rifiones funcionantes al afio del trasplante. El desarrollo de NTA esta
mediado tanto por factores en el donante como por el grado de lesién isquémica que se
incrementa con el tiempo de almacenamiento. Ademads, cuando se produce un retraso en el inicio
de la funcién renal tras el trasplante debido al dafio durante la preservacion o a otros factores, se
produce un aumento muy importante en el nimero de fallos del injerto y en otros parametros de

la funcién del organo trasplantado®’*%,

Aunque la preservacion fria produce un dafio tisular menor que la isquemia caliente,
también produce un cierto nivel de dafio. En un estudio en el que se preservaron los riflones de
rata durante 24 o 48 horas a 0-4 2C, se observd que con 24 horas de preservacion las células
epiteliales mostraban muy pocos cambios, mientras que a las 48 horas de preservacion, las células

499

del tdbulo proximal tenian grandes dafios, y muchas de ellas, necrosis manifiesta. Otros

% Estos datos

estudios apoyan que la mayor duracién del injerto produce mayor dafio renal.
concuerdan con los nuestros que demuestran un elevado nivel de dafio en las rifiones
preservados en frio durante 48 horas. Por otro lado, las lesiones renales causadas por la isquemia
fria asociada a la preservacién ademas de ser menores son completamente diferentes a los que se

501

observan tras la isquemia caliente. > Sin embargo es sorprendente la falta de informacién en la

literatura sobre los efectos que la preservacion renal en frio produce en los rifiones.

En esta fase del estudio analizamos si la adicion de CT-1 al liquido de preservacién podria

proteger al rifidn de los posibles dafios que ocurrieran durante la isquemia fria. Por lo tanto,
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decidimos realizar el almacenaje del 6érgano a 42C de temperatura durante distintos tiempos (30

minutos, 6, 24 y 48 horas).

La preservacion en frio induce un aumento de la de la produccion de anién superdxido
(ASO) y de la expresion de iNOS. La produccién aumentada de ASO esta de acuerdo con estudios
previos que han demostrado que la isquemia fria induce aumento de la produccién de ASO e
inactivacion de la enzima antioxidante mitocondrial clave para su eliminacién, la manganeso
superéxido dismutasa (Mn-SOD) que transforma el ASO en peréxido de hidrégeno, *°*°% lo que
permite explicar el aumento del nivel de ASO. Estos autores han observado también un aumento
de la produccion de nitrotirosina, que resulta de la nitrosilacién por peroxinitritos de los residuos
tirosina de las proteinas. El peroxinitrito se produce por reaccién entre ASO y éxido nitrico, por lo
gue estos datos estan de acuerdo con nuestros datos de un aumento de expresién de la iNOS y la

produccidn de ASO tras la preservacion fria.

Nuestros datos demuestran que la adicién de CT-1 al liquido de preservacion renal
disminuye la produccién de ASO y la expresion de iNOS en comparacién con los rifiones a los que
no se afade CT-1 al liquido de preservacién. Se ha observado que la inhibicion de la actividad
oxidante de ASO protege al rifién del dafio producido por la isquemia fria, por ejemplo, la adicion
al liquido de preservacién de mitoquinona, un antioxidante mitocondrial, disminuye tanto la

503

produccidon de ASO como la produccion de nitrotirosina y la muerte celular renal. > Asimismo la

sobreexpresion de MnSOD o la inhibicién de la iNOS en tubulos renales proximales de rata

protegen a los mismos de los dafios inducidos por isquemia fria. >**

Por ello, podemos concluir
que los efectos observados de la CT-1 sobre la produccién de ASO y la expresion de iNOS explican
la proteccion tisular aportada por esta citocina. Se ha sugerido que las substancias que previenen
el dafio mitocondrial en rifilones sometidos a isquemia podrian emplearse para mejorar la funcién

renal y la supervivencia del injerto tras el trasplante renal. >*

También observamos un aumento de la produccion de TNF-a, y de la activacion de NF-xB
durante la isquemia fria. Se ha demostrado que la duracién de la isquemia fria correlaciona con la

produccion de diversas citocinas en higado. **

Aunque en la literatura no hemos encontrado
ningun dato de los efectos de la isquemia fria sin reperfusion sobre la produccién de citocinas o la
activacion de NF-kB, esta activacion y el aumento de produccién de TNF-a puede estar
relacionado con el aumento del estrés oxidativo. Se ha demostrado que los radicales libres
provenientes de las mitocondrias activan la produccién de citocinas. ** Se sabe, por otro lado,

qgue ASO activa NF-kB y NF-kB induce TNF-a. CT-1 modula de forma muy importante el aumento
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de la citocina proinflamatoria TNF-a, evita de forma, casi total, el aumento de iNOS, y es muy

efectiva previniendo la activacién de p65.

Todos estos datos sugieren un claro efecto protector de la CT-1 frente a la respuesta
inflamatoria del rifién a la isquemia fria, lo que la convierte en un excelente candidato para su
utilizacion en la preservacion de rifiones para trasplante. El tratamiento con CT-1 podria permitir

aumentar el tiempo efectivo de preservacion del érgano.
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4.- Discusion de la Fase de Trasplante Renal

A fin de obtener un claro efecto lesivo del periodo de isquemia fria, decidimos preservar
el rindn a trasplantar durante 24 horas a 49C de temperatura. La agresividad de esta maniobra se
demostrd por los resultados hallados en el grupo trasplante control: 1) altos niveles de creatinina
sérica probablemente debidos un retraso en la funcién del injerto y a la aparicidn progresiva de
NTA en los rifiones trasplantados. 2) incremento de la citocina proinflamatorias TNF-a, como
consecuencia del fendmeno de inflamacion tras la isquemia/reperfusion. 3) alta produccion de
anién superdxido, seguramente debida a la infiltracion neutrofilica. 4) altos niveles ICAM-1

soluble y de VCAM-1 soluble que demuestran una gran activacién endotelial.

En este modelo muy agresivo, nuestros resultados demuestran un claro efecto de la CT-1
mejorando la supervivencia de los animales trasplantados. Este aumento de la supervivencia

puede deberse a varios factores:

4.1.- Funcion renal

Encontramos unos valores de creatinina sérica, en el grupo tratado con CT-1,
significativamente menores y unos valores de aclaramiento de creatinina significativamente
mayores que en el grupo control en todos los tiermpos estudiados, lo que nos lleva a deducir un
efecto protector de la administracion de CT-1 sobre la funcién del rifién trasplantado, impidiendo
un retraso en el inicio de la funcién y una NTA mas tardia. Las causas que pueden conducir a este
significativo mantenimiento de la funcién son muchas y pueden ser dependientes de la regulacion

de la respuesta inflamatoria por parte de la CT-1.
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4.2.- Estrés oxidativo

Comprobamos una disminucién en la produccién de ASO en el tejido renal postrasplante
de los animales tratados con CT-1. Entre las posibles causas de esta disminucién en la produccion
de RLO se pueden incorporar las comentadas en el caso de la I/R renal, esto es, la inhibicién de
enzimas productoras de RLO, la disminucion de la activacién e infiltracion neutrofilica (que es una

importante fuente de produccién de RLO) y la menor produccién de TNF-a..

4.3.- Citocinas

El incremento de las citocina proinflamatoria TNF-a en el plasma de los animales
trasplantados es significativamente menor en el grupo tratado con CT-1. Los mecanismos
implicados en el descenso de los niveles de la citocina por el tratamiento con CT-1 han sido
tratados ampliamente en la discusion de la fase de I/R y pudieran estar basados en la disminucion
de la activacion neutrofilica, una menor activacién del factor transcripcional NF-kB, una menor

expresion de las CAMs y la disminucion del ambiente oxidativo intracelular.

Al mismo tiempo observamos que los animales tratados con CT-1, presentaban cifras
superiores de IL-6 con respecto al grupo control. De estos datos se puede deducir una mayor
capacidad de controlar la respuesta inflamatoria tras el trasplante renal en los grupos tratados
con CT-1y que el efecto protector de CT-1 es debido, entre otros mecanismos, a sus efectos en el
incremento de la citocina IL-6 y al decremento de TNF-a, fenédmenos vinculados a un efecto

antiinflamatorio.

4.4.- Moléculas de adhesion celular

Hemos hallado unos niveles plasmaticos de las CAM solubles estudiadas (sVCAM-1 vy

sICAM-1) significativamente menores en los animales trasplantados tratados con CT-1, que en los
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animales trasplantados no tratados, que probablemente representan una menor expresion
endotelial de estas CAMs, y que puede ser debida a diferentes factores. En principio, la regulacién
de la propia respuesta inflamatoria con la disminucién en la produccion de citocinas
proinflamatorias, es ya de por si suficiente para justificar este descenso, pero no podemos olvidar
la posible modulacién de la activacion de factores de transcripcion como NF-kB. La disminucién
de la expresion de las moléculas de adhesién celular estudiadas (ICAM-1 y VCAM-1) determinara
una menor interacciéon leucocito-endotelio y consecuentemente una menor infiltracion

neutrofilica, fenédmeno directamente relacionado con el dafio postreperfusion.

La menor activacion e infiltracion neutrofilica conducird a una menor produccién de RLOs
causantes de lesién tisular. Estos, a su vez, son mediadores inflamatorios capaces de activar
factores transcripcionales como el NF-kB, causante de la produccién de diferentes citocinas
proinflamatorias (como el TNF-a,, la IL-1 y el INF-y) responsables del incremento de la expresidn
de CAMs y ademas, en el caso del TNF-a, del incremento en la produccién de RLO. Todo ello
redundara en una menor lesidén tisular, con un mantenimiento de la funcién del érgano v,
consecuentemente, un efecto protector en el sindrome de la respuesta inflamatoria por I/R, que

pudiera ser la clave del efecto beneficioso del tratamiento con CT-1 en el trasplante renal.

En suma, los resultados expuestos demuestran que el fallo renal y la respuesta
inflamatoria a la I/R tras el trasplante es mas severa en aquellos animales no tratados con CT-1. La
administracion de CT-1 tiene efectos protectores sobre la funcién renal e inhibe la respuesta
inflamatoria inducida por la I/R renal en el trasplante renal. Estos efectos parecen estar mediados
por una reduccion en la produccion de los RLO, el decremento en las citocinas proinflamatorias
TNF-qa, IL-1B e IFN-y, el incremento de las citocinas antiinflamatorias IL-6 e IL-10, la reduccién de

la expresion renal de las CAMs y una menor infiltracidn neutrofilica y macrofagica.

Estos datos sugieren la posibilidad de utilizar la CT-1 en la solucién de preservacion y en la
perfusion del injerto obtenido para trasplante renal con el objetivo de preservar la funcion del

injerto y hacer disminuir la incidencia de fallo del injerto postrasplante.
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VI.- CONCLUSIONES
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VI.- CONCLUSIONES

1. La CT-1 protege del dafio renal inducido por I/R y de la inflamacidn asociada a este
proceso.

2. La adicion de CT-1 al liquido de preservacion disminuye las alteraciones inducidas
en el rindn por la preservacién en frio.

3. Cuando se trasplantan rifiones preservados durante 24 horas en liquido de la
Universidad de Wisconsin conteniendo CT-1, la respuesta inflamatoria de estos
animales es menor que en aquellos en los que se trasplantan rinones preservados
sin CT-1.

4. Cuando se trasplantan rifiones preservados durante 24 horas en liquido de la
Universidad de Wisconsin conteniendo CT-1, la supervivencia y la funcidn renal de
estos animales son mayores que en aquellos en los que se trasplantan rifiones
preservados sin CT-1.

5. El conjunto de estos resultados sugiere que CT-1 puede ser utilizada para
disminuir el dafio renal inducido por I/R y para mejorar la funcion de los rifiones

preservados cuando se trasplantan.
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