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ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA






Tesis doctoral. TRASPLANTE RENAL, CONTROL DEL DANO POSTREPERFUSION CON CITOCINA SIMILAR A LA
CARDIOTROFINA (NNT-1/BSF-3)

|. Estado actual del problema

1.- TRASPLANTE DE ORGANOS

1.1.- Importancia actual del trasplante

El trasplante es uno de los avances mas significativos de la cirugia
moderna, esta considerado como parte de la terapéutica en el estadio terminal
de diversas patologias que afectan a la funcionalidad de diversos 6rganos. Esta
opcion de tratamiento ha mejorado significativamente 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 6rganos, los avances técnicos en la cirugia, los
métodos de prueba de diagnéstico para el monitorizacion de pacientes, la
mejora en las pruebas de histocompatibilidad y en los procedimientos de
obtencion de oOrganos, asi como la temprana y mas precisa deteccion de
rechazo, al igual que una comprension mas integral del sistema inmune, la
cual, ha desempefiado un papel en la mejora de los pacientes y la

supervivencia del injerto.

En el 2007 se analizaron los datos de 97 paises y se realizaron
aproximadamente 100.000 trasplantes de 6rganos solidos en todo el mundo:
68.250 de rifidn, 19.850 de higado, 5179 corazon, 3245 pulmon y 2797
trasplantes de pancreas.!’®

En la segunda mitad del siglo XX, los trasplantes de érganos han
supuesto una auténtica revolucion en el mundo de la medicina y se han
convertido en una actividad cotidiana en los hospitales.** 1’® En Espafia, segun
los datos de la Organizacibn 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 incrementa en un 50% (al pasar

de 156 a 235) y representa ya el 10% del total de rifiones trasplantados, de
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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 donacion se sitia en 34,3 donantes por millon de poblacion
(pmp), similar a la de afos anteriores, dado el progresivo aumento del censo de
poblacién paralelo al del nimero de donantes. Se trata una afio mas de la
mayor tasa del mundo. Con estos datos, Espafia sigue afianzando su liderazgo
mundial en materia de donacion, 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 espafol de trasplantes se haya convertido en un

ejemplo en todo el mundo. (Tabla )

DONACION Y TRASPLANTE EN ESPARA 2007 2008 EI

DONANTES 1.650 1.677 1.605
TRASFPLANTES RENALES 2.210 2.229 2.328
TRASPLANTES HEPATICOS 1.112 1.108 1.099
TRASFLANTES PULMONARES 185 192 219
TRASPLANTES CARDIACOS 241 292 274
TRASPLANTES PANCREATICOS 76 110 a7
TRASPLANTES INTESTINALES & 14 11
TOTAL TRASPLANTES 3.829 3.945 4.028
Tabla |

Donaciones y trasplantes en Espafia en los afios 2007,2008 y 2009 (ONT, 2009)

1.2.- Trasplante renal
1.2.1.- Patologias que conducen al trasplante renal

La insuficiencia renal es un trastorno parcial o completo de la funcion
renal. Existe incapacidad para excretar los productos metabdlicos residuales y
el agua, asimismo, aparece un trastorno funcional de todos los 6rganos y
sistemas del organismo. La insuficiencia renal puede ser aguda o cronica, y
ambas constituyen los diagnosticos mas frecuentes de la practica nefrolégica

en el momento actual.
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1.2.1.1.- Insuficiencia renal aguda (ARF)

La ARF es un sindrome clinico comun, caracterizado por una pérdida
rapida y progresiva de la funcién renal (horas a semanas).** La GFR 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)
aunque puede ir acompafiada de oliguria, (volumen urinario <400 cc/24h), lo
méas frecuente en que no se produzca oliguria, (alrededor del 60%) y

generalmente pasan desapercibidas.?**

La etiologia es mudltiple y la morbi-mortalidad es elevada en la
actualidad, aproximadamente el 70% en pacientes en la UCL.** Su incidencia
en pacientes hospitalizados es aproximadamente 5% y hasta de 30% en

admisiones a UCI. 1?*

Puede aparecer tras episodios de hipovolemia, hipotension grave y
prolongada o tras la exposicion a un agente nefrotdxico. Las dos causas mas
comunes de la ARF son la isquemia renal prolongada y las lesiones
nefrotdxicas que producen oliguria. La causa que mas incidencia de casos
provoca es la isquemia renal, que al disminuir la perfusién renal no llega ni
oxigeno ni nutrientes para el metabolismo celular, lo que puede provocar
necrosis renal. También puede deberse a otros cuadros clinicos como los
traumatismos, la sepsis, la administracion de sangre de diferente grupo y las

lesiones musculares graves.
Segun la causa, se distinguen 3 tipos de ARF

* ARF Prerenal (55% de los casos de ARF)

Esta considerada como una respuesta funcional de los rifiones
estructuralmente normales a la hipoperfusion renal, en la cual no hay lesiones

ni en la estructura renal ni en la microestructura.

* ARF Postrenal (5% de los casos de ARF)

Es una consecuencia de la obstruccion mecénica o funcional del tracto
urinario. Puede o no, estar inicialmente acompafada por pequefios cambios

morfologicos.
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* ARF Intrarenal o intrinseca (40% de los casos de ARF)

Es el resultado de dafios estructurales en el parénquima de la
vasculatura renal, en los glomérulos, tubulos renales e intersticio en respuesta
a dafos citotoxicos, isquémicos o inflamatorios del rifidn, con la consiguiente

disfuncion de las nefronas.??°

En ARF prerenal y postrenal la recuperaciéon de la funcion renal es
completa, entre 1 y 2 dias, si se corrige la causa y se restablece la volemia,
antes de que se produzcan cambios estructurales. La ARF prerenal representa
la forma mas comun de lesion renal y conduce a ARF intrinseca si no se

corrige rapidamente.”

La ARF intrarenal esta asociada patolégicamente a la NTA, siendo las
causas mas frecuentes de ésta, la hipoperfusion renal prolongada y los

farmacos nefrotdxicos.
1.2.1.1.1.- Fisiopatologia de la ARF

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

creatinina y BUN, lo que recibe el nombre de uremia.

Por lo tanto la hipoperfusion renal produce hipovolemia, disminucion en
el volumen cardiaco, vasodilatacion sistémica o vasoconstriccion intrarrenal. En
todas estas ocasiones la disminucion de la volemia provoca caida de la presion
arterial (< 80mm Hg), iniciandose una activacion del sistema nervioso
simpatico, del sistema renina angiotensina-aldosterona y liberacion de la

hormona antidiurética. (Fig.1).
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INSUFICIENCIA
(+) )

¥ Gaslo cardiaco

#PRECARGA

Vasoconstriccion

|

* Secreckon de renina
* Activacion del eje
renina-angiotensina-stdostera na

GLOMERULO

Figura 1
Fisiopatologia de la ARF

En situaciones de hipoperfusion poco importante en el rifidn, la perfusion
glomerular, la presion de ultrafiltrado y la GFR se mantienen estables a través

de varios mecanismos:

+ La autoregulacion

Este mecanismo trata de mantener la presion hidrostatica glomerular por
medio de la dilatacion de la arteriola aferente y la constriccion de la arteriola
eferente consiguiendo incrementar el flujo sanguineo, la presién en el lecho

capilar glomerular y un aumento de la velocidad de filtracion glomerular.

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

6xido nitrico también.

La constriccion arteriolar eferente via angiotensina Il.
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. Activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona.’®

Este sistema estimula la vasoconstriccion periférica, que incrementa a su
vez la presion de perfusion, estimulando la secrecion de aldosterona que da
lugar a la reabsorciéon de Na* y agua y secrecion de K*. La reabsorcién de Na*
y agua aumenta el volumen intravascular total mejorando la perfusion de los
rifones. La reabsorcién 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 a nivel de los tubulos distales.

Disminucién en la perfusion renal

Autorregulacidon miogénica 2
4 Vasodilatadores 2 Angiotensina I
Prostaglandinas g
W v
Dilatacién aferente Constriccién eferente

Mantenimiento de la GFR

Figura 2
Mecanismos compensatorios que mantienen la GFR a pesar de una reduccion en la presion de

perfusion renal.

La excesiva estimulacion del sistema nervioso simpatico y del sistema
renina-angiotensina provoca una mayor vasoconstriccion renal que a la larga
resulta en dafio tubular.’® '3 La interferencia iatrogénica con una
compensacion renal por la administracion de vasoconstrictores, inhibidores de
la prostaglandina sintasa (AINEs), o inhibidores del sistema renina-

angiotensina, como los inhibidores de la ACE o antagonistas de los receptores
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de angiotensina, puede acelerar la NTA en los individuos con la perfusion renal
reducida.

La vasoconstriccion renal severa se ha demostrado en ARF clinicas y
experimentales y ha sido considerada 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 GFR, ya que el
incremento del flujo sanguineo renal mediante aumento de volumen o de la
administracion de vasodilatadores no corrige la GFR. La génesis y las posibles
consecuencias de la intensa vasoconstriccion renal persistente. (FIG.2)

Las manifestaciones de la ARF, pueden no aparecer hasta una semana
después de la lesion inicial, sin embargo cuando aparecen lo hacen de manera
brusca. La ARF evoluciona a través de cuatro fases, y si el paciente no se
recupera aparece una enfermedad renal cronica. La patofisiologia de la ARF,
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 GFR. Ademas, la I/R causa una liberacion de citocinas y factores de
crecimiento asociados con la nefropatia cronica que llevan a la rapida

activacion de la respuesta inflamatoria.*?®

1.2.1.2.- Insuficiencia renal crénica (CRF)

La CRF se desarrolla desde meses hasta afios y conduce a una
destruccion irreversible del tejido renal,>”® con la consiguiente enfermedad

renal progresiva que conduce a la insuficiencia renal terminal (ESRF).>"*

La CRF 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 poblacion y a la elevada
prevalencia de otros procesos cronicos como la diabetes mellitus, hipertension

y obesidad.
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Ademas de a la diabetes, la hipertension, y las enfermedades
obstructivas de las vias urinarias (como calculos, tumores, etc.), la ARF se
debe a la complicacion de una gran cantidad de enfermedades del rifidn, tales
como enfermedades inflamatorias de los rifiones (llamadas en conjunto
glomerulonefritis), nefropatia por IgA (enfermedad de Berger), pielonefritis
cronica y retencion urinaria, y el uso de medicamentos téxicos para el rifién
(especialmente medios de contraste, antineoplasicos, AINEs y algunos

antibioticos).

Como consecuencia de la destruccidén progresiva de las nefronas, las
gue permanecen intactas empiezan a trabajar al maximo para adaptarse al
aumento de las necesidades de filtracién de solutos y de esta manera, suplir la
funcién de las nefronas destruidas. Esta respuesta de adaptacion provocara
gue 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 CRF es la isotenuriapoliuria, con excrecion de orina que
es casi isotonica 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 rifiones, 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 CRF se incluye en el término uremia.

La Insuficiencia Renal Terminal (ESRF), es la ultima consecuencia, en la
cual generalmente se requiere dialisis hasta que se encuentre un donante para

un trasplante renal. (Fig. 3)

La incidencia de la ESRF, se ha incrementado internacionalmente a
ritmo constante desde 1989. Los EEUU tienen la tasa de incidencia de ESRF
mas alta, seguida de Japon, el cual tiene una prevalencia mas alta que EEUU.
U S Renal Data System, USRDS 2010 Annual Data Report: Atlas of Chronic
Kidney Disease and End-Stage Renal Disease in the United States, National
Institutes of Health, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases, Bethesda, MD, 2010. En Espafia, la prevalencia de la insuficiencia

renal cronica es relativamente alta, y similar a la de los paises de la misma
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zona geografica. Si se detecta la enfermedad de manera temprana, puede
reducirse la velocidad en el progreso del dafo, retrasando la necesidad de
iniciar las terapias de reemplazo de la funcion 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 dialisis 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 GFR es inferior a 12 ml/min.

/

ISOUEI‘J]IARENAL‘ | REPERFUSICN RENAL |

/ \

Lipoperoxidacion

Nitrosilacién

Inhibicién de la actividad de GAPDH
Fragmentacion del DNA

Inhibicién de la respiracién mitocondrial
Alteraciones demembrana
Degradacion del citoesqueleto

Degradacidn de ATP ‘

Y

AGOTAMIENTO DE ATP ‘

‘ Disfuncidn celularrenal “‘ Lesidn celularrenal ‘

Muerte celularrenal APOPTOSIS
e

NECRQSIS INSUFICIENCIA INSUFICIENCIA INSUFICIENCIA

TUBULAR - RENAL RENAL - RENALENESTADO

AGUDA(ATN) AGUDA (ARF) CRONICA(CRF) FINAL(ESRF)
Figura 3

Mecanismos de lesion por I/R renal

El éxito del trasplante renal es el resultado de muchos afios de
investigacion en medicina clinica, quirdrgica y ciencias basicas. El coste de un
afo de la didlisis es similar al coste del trasplante renal en el primer afio. En los
afos sucesivos, el coste del trasplante renal es sdélo el 20% de la dialisis. Si se
le afade al factor econdmico la muy alta calidad y “cantidad” de vida, queda
mucho mas que justificado cualquier programa bien estructurado de trasplante

renal. Actualmente los resultados del trasplante renal de cadaver son muy
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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 afos. 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 relaciéon 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

afo del 98%, a los cinco afos del 85% y a los 10 afos del 75%.

1.3.- Problemética del trasplante renal

En el trasplante renal, es frecuente la presencia de un periodo
postoperatorio de disfuncion inicial del injerto. Este hecho puede asociarse, con
una peor evolucion funcional del rifidén trasplantado a medio y largo plazo. La
presencia de la isquemia normotérmica y la conservacion en hipotermia asi
como las lesiones producidas en el momento de la reperfusion del 6rgano son
eventos que pueden condicionar esos trastornos, mediante la interaccion de

factores inmunologicos e isquémicos.

Algunas maniobras técnicas y farmacoldgicas, asi como la optimizacion
de las condiciones de preservacion del érgano pueden aumentar el porcentaje
de érganos con funcién inmediata, lo que tendria consecuencias econémicas
significativas (menor nuimero 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 preservacion de
organos ha tenido un impacto decisivo en la viabilidad de los érganos y en el
exito 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
corazon. Sin embargo, en los ultimos afios, el mantenimiento de la viabilidad de

los 6rganos durante la preservacion se ha convertido en un verdadero reto, ya
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gue, como consecuencia de la escasez de donantes, los criterios de inclusién
del donante cadaver se han ampliado de forma muy importante. En la
actualidad, los 6rganos se obtienen de donantes con edad avanzada, con mas
enfermedades y un mayor numero de donantes a corazén parado que los
obtenidos hace 10 afios. La extraccion, el almacenamiento y el trasplante de un
organo solido de un donante alteran significativamente la homeostasis del
medio interno del 6rgano y sus efectos se manifestaran en el grado en que
recupere 0 no su funcién tras el trasplante. La lesidon del 6rgano ocurre
principalmente como resultado de la respuesta inflamatoria originada por el
proceso de I/R, y las diferentes técnicas de preservacion de 6rganos sirven

para minimizar este dafio y mejorar la funcién y la supervivencia del injerto.
El dafio de los 6rganos durante el trasplante ocurre en tres fases:

e La primera, denominada fase de isquemia caliente, incluye el tiempo que
pasa desde la interrupcion de la circulacion del 6rgano donado hasta el
momento en que es perfundido con la solucidbn 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 trasplante en el receptor.*

 La tercera fase, es la fase de reperfusién, cuando el injerto es
reperfundido con la sangre del receptor.

Durante la preservacion del rifion se ha demostrado un aumento de la
adherencia leucocitaria al endotelio, que es mas elevada cuanto mayor es el
tiempo de isquemia fria, lo cual podria estar relacionado con el fallo primario
del injerto. La importancia de los mecanismos de adhesion leucocitaria varia
dependiendo de que el 6rgano este sometido a periodos cortos o prolongados
de preservacion. En el caso de periodos cortos de preservacion en la patogenia
de la lesion generada, tiene mas importancia los RLO, mientras que en el caso
de periodos prolongados, son las proteinas de la superficie celular las que

desempefian un papel mas importante.
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En la practica clinica, el tiempo de preservacion del riidn a trasplantar
en isquemia fria, varia considerablemente. Un periodo prolongado de isquemia
fria tiene como consecuencia una alta incidencia de retraso en la funcion del
injerto, que es un factor negativo para la supervivencia del injerto. El tiempo de
preservacion deberia ser lo mas corto posible y hay autores que demuestran
gue 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 6rgano 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 fosforilacion oxidativa y el transporte de membrana a temperaturas
no fisioldgicas. Aunque la fosforilacion 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 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.

La hipoxia es capaz de poner en marcha un importante numero de
genes (que permanecen desde hace millones de afios de la evolucién
anaerobia), sin embargo, los procesos de transcripcion y traduccidon estan
sujetos a la ausencia de oxigeno, necesaria para responder rapidamente a las
demandas energéticas. Hay diversas opiniones sobre la expresion de genes
durante la hipotermia, se piensa que el incremento del RNAmM se debe a la
estabilizacion del RNAm en el frio. No hay evidencias de que se despliegue la

doble cadena de DNA, ni del transporte de nucledtidos.

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 reperfusién, esas
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células pasan a una fase activa de apoptosis debido a la activacion de una
cascada de sucesos hioquimicos, perdiéndose otro porcentaje celular de modo
irreversible. Nuevamente las caracteristicas del donante, del érgano y de la
calidad de preservacion seran esenciales. Es decir, la isquemia se relaciona
con destruccidn celular directa por necrosis y la reperfusion con pérdida celular

por apoptosis.?*™

Durante la fase de isquemia hipotérmica en la mitocondria celular, el frio
inducira la elevacion del Ca'™ intracelular, la aparicion de los RLO en el medio
asi como la inversion 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 reperfusion del 6rgano puede estimular la agregacion de
determinadas moléculas proapoptéticas con activacion final de la enzima pro-
caspasa 3 y de la via proteolitica de las caspasas. Esto permitira 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 superéxido (Oy), perdoxido de hidrégeno
(H20,), 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 morfolégicos capaces de verse con
microscopia se llevan a cabo solamente después de periodos prolongados de
isquemia, 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 caliente.?**

El mayor dafio 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 contraccion post-
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reperfusion, fendbmeno que no se produce durante la isquemia fria

prolongada.®”

La isquemia caliente también produce un importante dafio a los
hepatocitos y reduce el niumero ce células de Kupffer viables. Sin embargo, la
isquemia fria seguida de la reperfusidbn provoca cambios notables en las
células endoteliales sinusoidales con necrosis temprana sin afectar a los

hepatocitos.'®

En el rifidn, el dafio por isquemia caliente se produce primero en las
células del tubulo proximal. Aunque toleran una exposicion corta a la isquemia
caliente, los cambios en el potencial trans-epitelial y en las uniones célula-
célula aparecen muy pronto incrementandose la filtracion y disminuyendo el
transporte.'®* Algunos 6rganos pueden tolerar isquemias frias prologadas y
algunos isquemia caliente sin un deterioro significativo de la funcion. Sin
embargo, cuando ambos factores se dan en el mismo tejido se produce un

importante dafio con una marcada muerte celular.***

El desarrollo de una solucion de preservacion util para la mayoria de
organos donantes, tanto para el enfriamiento in situ en el donante como para el
almacenamiento en frio tras la extraccién, ha sido posible tras integrar los
principios basicos de la isquemia en hipotermia anaerdbica con los principios

del metabolismo érgano-especifico.

1.3.1.1.- Isquemia hipotérmica anaerdbica

El fundamento de la preservacion de 6rganos se basa en la supresion
del metabolismo y de las enzimas catabodlicas mediante hipotermia a 4C. 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 0C. %1% #1*

La mayoria de las enzimas en los animales normotérmicos reducen su
actividad de 1,5 a 2 veces por cada 10C de descens o de la temperatura, pero
todavia hay una importante actividad a 1<C. Por ell 0, el mantenimiento de unas

concentraciones minimas de ATP es fundamental para controlar la lesién
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isquémica. Sin embargo, la hipotermia no esta exenta de efectos adversos. A
su capacidad de disminuir la actividad metabdlica y, por lo tanto, el consumo de
ATP hay que afiadir que también afecta a la actividad de la enzima Na'/K"

ATPasa, lo que favorece el aumento del edema celular.

Los érganos expuestos a la isquemia normotérmica permanecen viables
por periodos relativamente cortos, usualmente menos de 1 h. Sin embargo,
enfriando el érgano de 37C hasta 2-4C, se puede a largar 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 infusion vascular de liquidos
frios, de manera que, ademas de conseguir un enfriamiento homogéneo del
organo, proporciona un lavado intravascular con arrastre de elementos formes,

isoaglutininas y factores de coagulacién que dificultan la microcirculacion.’®

Estos liquidos, empleados para enfriar el 6érgano, han ido variando su
composicién, con nuevos aditivos para conferir al érgano una proteccion frente
a los efectos de la isquemia y la hipotermia, constituyendo las diferentes

soluciones de preservacion.

De acuerdo con los mecanismos de lesion 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: %%

1.3.1.1.1.- Minimizar el edema celular asociado a la isquemia y la
hipotermia, mediante la utilizacion de liquidos hipertdnicos (composicion similar
al compartimento intracelular) y la adicion de sustancias impermeables para la
célula, de manera que la presion osmotica de los electrolitos y las sustancias
impermeabilizadoras alcance una actividad osmolar lo mas parecida a la del

plasma y el compartimento intracelular (en torno a los 310 mOs/kg).

1.3.1.1.2.- Prevenir la acidosis intracelular asociada a la isquemia, ya
que ocasiona dafio celular al producir un fracaso de las membranas celulares e

inducir edema celular.
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1.3.1.1.3.- Disminuir la entrada de Ca*™ al interior de la célula durante la

reperfusion, ya que activa las fosfolipasas que atacan la membrana celular.

1.3.1.1.4.- Prevenir la expansion del espacio intersticial durante la

reperfusion mediante sustancias que tengan efecto oncotico.

1.3.1.1.5.- Prevenir el dafo inducido por los RLO durante la reperfusion,
mediante la adicion de sustancias scavenger (barrendero) que frenarian el

dafio inducido por estos radicales.

1.3.1.1.6.- Aportar precursores de ATP, ya que la reperfusion organica

requiere la regeneracion rapida de la bomba de Na que necesita ATP.

Agentes osmoticosactivos Previenen el edema celular Glucosa, sucrosa, manitol,
lactchionato, rafinosa,
citrato,gluconato

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

Tamponiones H* Regulala cencentracion Bicarkonato, citrato, fosfato,
extracelular H* histidina, lactobionato, piperazina

Coloides Previenen la expansion delespacio  Albumina, hidroxi-etikalmicdn
intersticial

Inhibidoresmetahdlicos Evitan la degradaciéndelos Alopurinel, antiproteasas,
componentes celulares clorpromazina

Metabolitos Facilitan la regeneracion de ATP Inosina, adenosina, glutation

Antioxidantss Inhiben lalesion producidaporlos Amincestercides, vitamina E,
radicales libresdel 02 desferroxamina

Farmaco Minimiza la entrada de Ca*, ala Mg*, verapamilo, nifedipino,
célula diltiazem, trifluoperazina

Tabla Il

Diferentes funciones de algunos de los componentes de una solucién de preservacion.

1.3.1.1.1.- Minimizacién 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 concentracion alta de K* y baja de Na’. Esta situacion
ibnica estable se mantiene a través de la bomba Na'/K* ATPasa, la cual

requiere la mayoria de la energia en forma de ATP derivada de la fosforilacion
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oxidativa. La Na*/K* ATPasa permite concentraciones mas altas de Na* en el
exterior de la célula, y asi contrarrestar la presion osmotica coloidal (oncética)
derivada de las proteinas intracelulares y otros aniones impermeables. La
preservacion 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 concentracion, 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 afladiendo una concentracion de 310 mmol/L
(310 mOs/kg de fuerza osmética) de sustancias impermeables a la membrana
celular, 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 concentracidon adecuada de sustancias
impermeables osmoéticamente activas como azucares (glucosa, sucrosa,

manitol) o lactobionato, rafinosa etc.

1.3.1.1.2.- Prevencion de la acidosis celular.

Una segunda consideracion para la preservacion en frio es la prevencion
de la acidosis intracelular. La isquemia, incluso en medio frio, estimula la
glucdlisis, la gluconeogénesis y también incrementa la produccion de &cido
lactico y la concentracion de iones de hidrogeno. La acidosis tisular puede
danar las células e induce una inestabilidad lisosomial al activar los enzimas
lisosomiales. La prevencion de la acidosis intracelular es un requisito
importante para la correcta preservacion de 6rganos. Un efecto tampdn efectivo
en las soluciones durante el almacenamiento o un pH alcalino durante la

perfusion, mejoran la viabilidad del érgano.

1.3.1.1.3.- 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.
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1.3.1.1.4.- Prevencién de la expansion del espacio intersticial.

La expansion del espacio intersticial sucede durante la perfusion in situ y
tras la extraccion del injerto. EI aumento del espacio intersticial comprime el
sistema capilar y provoca una deficiente distribucion de la solucion perfundida

en el parénquima.

Una solucién ideal es aquélla que contiene sustancias que incrementen
la presion osmotica coloidal, y permita un libre intercambio de los

constituyentes del liquido sin expandir el espacio intersticial.

1.3.1.1.5.- Prevencion de las lesiones por los RLO.

La alta reactividad natural de estas moléculas condiciona que su lugar
de accién esté proximo al lugar de su formacién, provocando entonces la
peroxidacion de los fosfolipidos de la membrana plasmatica, Ila
desnaturalizacion de proteinas estructurales y de enzimas, y la fragmentacion
del ADN.

Por lo tanto si se afiaden sustancias antioxidantes con actividad
“scavenger” frenarian el efecto de los RLO. También se pueden afiadir enzimas
como la catalasa y la superdoxido dismutasa que actian como mecanismo de
defensa activando el catabolismo del peroxido de hidrégeno y del radical
superéxido, respectivamente. El glutation es reducido por la enzima
glutationperoxidasa en el proceso de detoxificacion del peroxido de hidrégeno.
Otras moléculas de menor importancia con poder antioxidante son el piruvato,

algunos amino@cidos, proteinas e hidratos de carbono celulares.

1.3.1.1.6.- Suministro de sustratos energéticos.

Finalmente, referente al metabolismo energético, el ATP se degrada
rapidamente durante la hipotermia y los productos finales de su degradacion
(adenosina, iosina e hipoxantina) son permeables a la membrana plasmatica.
La reperfusion del 6rgano necesita una regeneracion rapida de la actividad de

la bomba de Na* y de otros procesos que requieren energia en forma de ATP,
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por esto, la disponibilidad de precursores de ATP es primordial para que la

preservacion del 6rgano sea correcta.

Son diversas las soluciones que se utilizan para la preservacion de

érganos,169,232.

aunque cada una de ellas difiere sustancialmente en su
composicién, sus objetivos son los mismos: prevenir el edema celular, retrasar
la destruccién celular y maximizar la funciéon del érgano una vez que se
restablezca la perfusiéon.*® Las soluciones de preservacion multiorganica que

mas se utilizan en el ambito clinico en la actualidad son:

Solucién de Eurocollins. Es una solucion de tipo intracelular,
ligeramente hiperosmotica, que se caracteriza por su sencillez y por contener
altas concentraciones de potasio, fosfato que actia como tampon, y glucosa
como agente osmatico. Su uso mejor6 enormemente la preservacion de
organos; en el caso de la preservacion renal, permitia una buena conservacion
de los rifiones en hipotermia desde 18 a 24h. Esta solucion es valida en la

preservacion de corazon, higado y pulmon.

Solucion de la Universidad de Wisconsin. A principios de los afios
ochenta Belzer disefidé la solucion de la Universidad de Wisconsin (UW) o
solucion de Belzer. Esta solucidén tiene una composicion electrolitica de tipo
intracelular, omite la glucosa y, ademas, contiene nuevos impermeabilizantes
no metabolizables, como lactobionato y rafinosa. La solucion también contiene
fosfato y sulfato como tampones, adenosina como precursor para la resintesis
de ATP, y un coloide estable y efectivo para aportar presion coloidosmatica, el
hidroxietil-almidén. Por ultimo, se afiaden otras sustancias con actividad
antioxidante (glutation, alopurinol) y citoprotectores (magnesio, dexametasona
e insulina). En la actualidad, todavia se considera que es la solucion de

preservacion de referencia para rifion, higado, pancreas e intestino delgado.*®®

Custodiol o solucién HTK. EI Custodiol, solucion HTK o solucién de
Bretschneider es una solucion de preservacion que esta muy extendida en
Europa central para la preservacion cardiaca, renal, pancreatica 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
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preservacion 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
formulacion de tipo extracelular que combina el efecto de los sustratos
metabdlicos inertes de la soluciéon de Belzer (lactobionato, manitol) y el de
actividad tampon de la solucién HTK. En los ultimos afios, ha mostrado buenos
resultados en preservacion cardiaca, pulmonar, hepética, pancreatica, renal y

de intestino delgado.®®

El interés creciente sobre la importancia en la evolucion de la respuesta
inflamatoria provocada por la lesion de I/R, tras el trasplante ha estimulado la
investigaciéon en el campo de la lesiéon por preservacion y el desarrollo de
nuevas soluciones de preservacion, como la solucion de la Universidad de
Amsterdam (Polysol), la solucién IGL-1, desarrollada por un grupo de Lyon o la
solucion de la Universidad de Kyoto que se encuentran en fase de

investigacion clinica.*®®

1.3.1.2.- Metabolismo érgano especifico

Se han observado importantes diferencias en el metabolismo del rifion,

higado y pancreas que influyen en su preservacion en frio.

Como hemos visto, se necesitan sustancias impermeables para evitar el
edema celular. La glucosa, el principal impermeabilizante en la solucion de
Collins, no es efectiva para la preservacion del higado ni del pancreas, porque
rapidamente difunde hacia el interior celular de estos érganos. El manitol, otro
compuesto usado como impermeabilizante, es tan permeable como la glucosa
en el higado. La acidosis celular resultado de la glicélisis anaerdbica, asi como
el control de la glicélisis y la produccion de acidos, son diferentes en el rindn y

en el higado. El higado produce mayor cantidad de iones hidrogeno que el
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rifidn por su mayor contenido en glucégeno y por la mayor permeabilidad de su

membrana plasmaética a la glucosa.

En cuanto a la preservacion renal hay un importante debate, hay dos
meétodos aplicables en el ambito clinico: a) la conservacion en frio, que seria
efectiva para rifiones recuperados de donantes 6ptimos,'®” y b) la maquina de
perfusion hipotérmica pulsétil que estaria indicada para la preservacion de

rinones que hayan sufrido dafios por isquemia caliente o hipotension.

En comparaciones recientes la maquina de perfusion reduce la
incidencia, la duracién y la severidad de la disfuncién primaria del injerto tanto y
mejora la funcién del injerto después del trasplante de 6rganos de donantes a
corazén parado.?”® Sin embargo la maquina de perfusién es econémicamente

superior a la conservacion en frio.

Las soluciones de preservacibn mas utilizadas para el riidn son
Eurocollins, Wisconsin y Custodiol, que obtienen unos tiempos de preservacion

que oscilan en 18-30 h.1°"

1.3.2.- Rechazo del injerto

El éxito del trasplante de dérganos 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 inmunosupresién con la
introduccién 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 crénico), la infeccion y la toxicidad de los farmacos obstaculizan
el éxito del trasplante. Este hecho refleja la inutilidad de los regimenes
inmunosupresores actuales para bloquear 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
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pacientes inmunosuprimidos presentan problemas de disminucién de defensas
frente a todo tipo de organismos patdégenos y de desarrollo de determinados

tipos de tumores.

En el trasplante renal pueden diferenciarse tres tipos de rechazo:®*

1.3.2.1.- Rechazo hiperagudo

El rechazo hiperagudo, es irreversible, es necesario realizar nefrectomia.
El tejido trasplantado es rechazado en cuestion de minutos a horas debido a
que la vascularizacion 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.
1.3.2.2.- Rechazo agudo

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

de tratar.
1.3.2.3.- Rechazo crénico

Este aparece en periodos mas tardios de evolucion del trasplante. Hay
buenas evidencias de que el mecanismo subyacente en el rechazo cronico es

la histoincompatibilidad, como en el rechazo agudo.

El uso de medicamentos inmunosupresores, ha aumentado Ila
supervivencia de los aloinjertos en el primer afio, pero el rechazo cronico 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.
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1.3.3.- Disfuncién del injerto

La nefrona esta recubierta por células epiteliales tubulares polarizadas
que estan altamente especializadas en el control de la excrecion 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 infeccién urinaria ascendente. En respuesta a los patdgenos que
generan los componentes del complemento, citocinas, quimiocinas etc, algunas

de las cuales se discutiran mas adelante en relacion a la I/R
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La I/R severa puede causar necrosis y apoptosis de las células
epiteliales tubulares polarizadas. La ARF causada por lesiones isquémicas o
toxicas a menudo se conoce como NTA, un término derivado de la apariencia

histoldgica del rifion.

Aungue la necrosis suele ser un componente menor en la histologia de
esta enfermedad, sin embargo, la disfuncion renal profunda que se produce en
ATN es mas probable que sea causado por una desorganizacion celular de las
células epiteliales tubulares polarizadas subletalmente dafiadas, cambios en el
flujo sanguineo y obstruccién vascular, obstruccién de los tabulos renales por
los tabulos desprendidos y detritus, y la respuesta inflamatoria a la lesién

hipéxica.

El trasplante de rifion esta inevitablemente asociado a un periodo de
isquemia, empezando por la obtenciébn de 6rganos del donante hasta su
reperfusion en el receptor. La reperfusion del rifion isquémico, aunque
necesario para rescatar el érgano de la necrosis y pérdida permanente de la
funcién, puede causar lesi6on celular aguda y disfuncion renal.r”31"*
Dependiendo de la gravedad de la ARF provocada por el fenbmeno de I/R,
entre el 20—-80% de los trasplantes de rifion de donante de cadaver, necesita
apoyo de dialisis temporal en la primera semana después del trasplante; esta
condicién se conoce como funcién renal retardada.?**%! La funcién renal
retardada complica el tratamiento de los pacientes después del trasplante de
ridn con episodios de rechazo agudo que no pueden ser diagnosticados
clinicamente. Ademas, un estudio publicado recientemente demuestra que la
funcién renal retardada, en los rifiones de donantes de muerte cerebral, esta
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 6rgano. 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.
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La disfuncion primaria después del trasplante de rifibn es una
complicacion 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 funcion del injerto
en el trasplante renal, se han centrado principalmente en la mejora de la
preservacion hipotérmica del oOrgano, en la reduccion de los efectos
nefrotéxicos de medicamentos inmunosupresores y en la modulacion del dafio

por I/R.

Los resultados de supervivencia del injerto a largo plazo'’® no han
experimentado la 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 6rgano funcionante debida a patologia

cardiovascular.}’®

Recientemente se ha abierto la puerta a una nueva dimension sobre la
comprension del dafio biolégico en lugar del estrictamente inmunolégico con
respecto a los fendmenos de rechazo crénico del injerto, que parece reflejar los
resultados de ambos fendmenos: especifico antigeno-dependiente y no
especifico antigeno-independiente. Uno de esos factores antigeno-

independientes es la lesion por I/R.

La viabilidad del 6rgano 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 extraccion, almacenaje y trasplante renal, afecta a la
recuperacion del organo 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 CRF.%%%
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Ademas, la I/R causa una liberacion de citocinas y factores de
crecimiento asociados con la nefropatia crénica.’’* que llevan a la rapida
activacion de la respuesta inflamatoria. El dafio por I/R es causa de los
hallazgos histologicos de la NTA y de los resultados clinicamente probados del
retraso de la funcion del injerto. El dafio renal causado por el fenbmeno de I/R
se manifiesta por una combinacion de dafio glomerular y tubular que conduce a

una ARF que se acompafa de altas tasas de mortalidad.

Otro de los objetivo de la modulacién biologica del ARF isquémico o NTA
es reducir la incidencia de la funcion retardada del injerto y asi incrementar sin
incidentes el nimero de trasplantes renales utilizando érganos que hayan

sufrido periodos largos de isquemia, como en parada cardiaca.

La patofisiologia de la disfuncion primaria del injerto después del
trasplante de riidbn en la clinica muestra grandes similitudes con el ARF

isquémico en modelos de raton.

Dada la complejidad de su patofisiologia se sigue investigando para
atenuar el ARF isquémico. A pesar de los conocimientos en la patofisiologia del
desarrollo de ARF, 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 el ARF, pero la
escasez de opciones terapéuticas para los receptores del trasplante esta en
agudo contraste con el crecimiento exponencial de blancos terapéuticos
identificados en modelos de roedores del ARF isquémico durante las dltimas
dos décadas, por lo que actualmente las intervenciones terapéuticas aplicables

son el trasplante y la dialisis.***

Tanto en el ARF como en el CRF esta involucrada la isquemia en el

desarrollo del dafio renal.
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2. LESION POR ISQUEMIA Y REPERFUSION (I/R)

El dafio mediado por el fenomeno de I/R en el érgano trasplantado es de
extraordinaria importancia en la evolucion del mismo, siendo en estos
momentos un aspecto del maximo interés en la investigacion biomédica del
trasplante. La I/R renal tiene muchas similitudes con el dafio por I/R que se
produce en otros Grganos aunque su exacta patofisiologia difiere con relacion a

varios aspectos visibles en otros érganos.*"

La lesion por I/R es un fendmeno complejo que contribuye a la

morbilidad y la mortalidad en el trasplante clinico de érganos sélidos.*?*

Aungue la introduccion de las soluciones de preservacion en la practica
clinica ha reducido la gravedad de lesiones isquémicas, la lesion por I/R
todavia sigue siendo un problema importante. Durante el proceso de obtencion
de un drgano solido 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 extraccion del 6rgano y durante su preservacion previa al
implante, e irbnicamente, también durante la reperfusion tras el implante en el
receptor, cuando la sangre vuelve a circular nuevamente por el 6rgano
elevando su temperatura y activando el metabolismo celular y otro de la
respuesta inflamatoria originada, por lo tanto estudiaremos separadamente lo

gue ocurre durante estos periodos bien diferenciados.

La isquemia afecta significativamente a la homeostasis celular
(sobrecarga de Na' y Ca*, acidosis intracelular, hinchazén, lesiones del
citoesqueleto, hipercalcemia mitocondrial y otros). Si la reperfusion de un
organo en la isquemia es esencial para su viabilidad y su recuperacién
funcional, la llegada de oxigeno en la sangre provocara una serie de lesiones;
esto se conoce como el fendmeno de la I/R. La vasomotricidad y las funciones
endoteliales se ven significativamente afectadas por la I/R. La vasodilatacion
dependiente del endotelio estda mas afectada por las lesiones de I/R que la
vasoconstriccion y la vasodilatacién independiente del endotelio. Las RLO vy el

TNF-a parecen desempefiar un papel importante en el dafio por I/R. La
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reperfusion también induce una importante respuesta inflamatoria,
caracterizada por una produccion masiva de RLO, y de la activacion de
complemento y de los neutréfilos. Una estrecha interaccion entre endotelio
activado y los neutréfilos dara lugar a una concentracion significativa de
neutroéfilos activados en el intersticio, donde van a liberar RLO y muchos tipos
de proteasas, que van a destruir las células y la matriz extracelular. Esta
transferencia de neutrofilos desde el lecho intravascular al intersticio, implica a
varias familias de proteinas como selectinas, integrinas, y las
inmunoglobulinas. El estrés oxidativo, la produccién de citocinas y las lesiones
mitocondriales secundarias que se producen con la reperfusion induce
apoptosis a nivel del parénquima y de las estructuras vasculares. Con respecto
al sistema vascular compuesto por; pequefas arterias, capilares o venas post-
capilares, las repercusiones de la I/R son idénticas, pero difieren de las
imagenes clinicas. Los estados proinflamatorios inducidos por la reperfusion
contintian durante varios dias y pueden afectar el pronéstico del paciente *" "®
128. 1 a hipotermia produce unas lesiones celulares especificas, que son mas
importantes cuanto mas tiempo tarde el 6rgano en ser transplantado®* #® Una
compleja cascada de procesos va a desencadenarse durante la preservacion,
como la pérdida de ATP, acumulacion de hipoxantina, disfuncién de la bomba
Na‘'/K*, edema celular, acimulo de Ca*citosélico y un aumento de la

adherencia leucocitaria al endotelio.
2.1.- Lesion por isquemia

El término isquemia (del griego isch, restriccion y haema, sangre) indica
una reduccién en el suministro de oxigeno, que se traduce en una reduccion

relativa o absoluta en el suministro de sangre a un érgano.

Su impacto en el parénquima dependerd de su intensidad, de la
duracion, y del tipo de célula y sus necesidades metabdlicas. La isquemia
produce una alteracion del metabolismo celular, desencadenando
modificaciones bioquimicas y moleculares complejas, pero cada vez mejor
conocidas. Las alteraciones en el rifion son detectadas muy precozmente, a los

pocos minutos de iniciarse la isquemia.
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La mayoria de los estudios sefialan que el agotamiento de las reservas
energeéticas necesarias para mantener los gradientes idnicos y la homeostasis
de la célula lleva a la acumulacion de metabolitos toxicos en su interior que

contribuyen a la muerte celular.*3*

2.1.1.- Biologia celular y molecular del dafio isqué  mico

La isquemia inicial y posterior de privacion de oxigeno, cualquiera que
sea su causa, decrece las reservas celulares de ATP, dando lugar a una serie

de eventos bioquimicos.

En la célula hipoxica se produce la conversion del metabolismo celular
aerobio en anaerobio, modificandolo hacia la fermentacion lactica y eludiendo
el ciclo de Krebs (FIG.5). En consecuencia, la produccion anaerébica de
adenosin trifosfato (ATP), molécula energética celular esencial, es
sensiblemente inferior (FIG.6).

Substrato
Piruvato
O,
NORMAL ISQUEMIA
Acetil-CoA
Ciclo de
Krebs
CO, + H,0 Acido lactico
Figura 5

Cambios metabolicos en la lesién isquémica.

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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Figura 6
La pérdida energética y la disfuncion de los sistemas de trasporte de la membrana conducen, a

la acumulacion de fluido dentro de la célula y a la tumefaccion de la misma.

Enumeramos a continuacién las principales consecuencias de la pérdida
de ATP celular:

1.- Pérdida de la funcion 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 concentracion de Ca™ libre en el citosol

* Acidosis intracelular

2.- Activacion de determinadas enzimas
* Fosfolipasas

* Proteasas

La isquemia renal da paso a una segunda fase de reperfusion en la que
paradojicamente también produce dafio celular en base a:
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3.- Generacion de RLO
4 .- Reversion de la acidosis intracelular

5.- Lesion 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 liberacion 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 dafio isquémico. Los ratones knockout de esta enzima
disminuye la actividad de la mieloperoxidasa postreperfusion y la liberacién del
acido araquidodnico. Todas estas alteraciones conducen a la produccion de

cambios nucleares y autodigestion proteica (FIG.7).

{ Glucogeno
TG'UCO"SiS e *pH

{ Sintesis proteica

Liberaciéon enzimas

/ lisosomiales
Cambios nucleares

~

Autodigestion
proteica

Figura 7

Autodigestion proteica en la lesién isquémica.

Por lo tanto, con la ausencia de oxigeno, se produce un déficit en los
sustratos metabdlicos, en el tejido isquémico se observa una disminucion en
los granulos de glucogeno. Aunque no es el factor mas contribuyente, el

agotamiento del glucégeno inmediatamente detiene la glucolisis anaerdbica.
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Sin embargo, es mas significativo, que si todavia hay glucégeno pero ya hay
ausencia de ATP, la fosforilacién 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 interrupcion del flujo sanguineo, la
célula consume el oxigeno que hay en la oxihemoglobina, y adapta su
metabolismo. Menos beneficiosa que la glucdlisis aerobia y la fosforilacion
oxidativa, es la glucdlisis anaerébica, abastecida por glucogendlisis, mantiene
una produccién minima de ATP. Sin embargo, la demanda excede rapidamente
la produccidon, y disminuye la concentracion intracelular de ATP. La
acumulacion de lactato y H* y la reduccion de la oxidacion de la NADPH2 por

las mitocondrias acidifica la célula y también inhibe la glucdlisis anaerébica.’®

La detencion de la glucolisis debido a la deficiencia en NAD" conduce a
la inhibicion de la enzima GADPDH que tiene como resultado la acumulacién
de diversos intermediarios los cuales son particulas osmaéticamente activas
como la glucosa, glucosa-6P, glucosa-1P, a-glicerol-P y productos como el
lactato, el NADH, el H*, esto conduce a un incremento en la osmolaridad en el
interior de la célula isquémica. La toxicidad de los productos metabdlicos
aumenta en la misma proporcion que la pérdida de la osmolaridad celular. La
hiperosmolaridad también atrae agua hacia el interior de la célula a través de la
simple difusion por los canales de agua, y los canales de cloruro asi como el
transportador de glucosa, y se cree que este mecanismo puede ser también
responsable del edema celular isquémico.

Las fosfatasas de membrana (Na'/K'ATPasa), actGan lentamente
durante la isquemia, pero la ausencia de ATP las inhibe, de ese modo dafian 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, etapa de la cual depende la extension y duracién de la isquemia.

El dafio isquémico también afecta de manera importante a la bicapa
fosfolipidica. Naturalmente en situaciones de isquemia los metabolitos salen
fuera de la célula, acumulandose en el espacio extracelular a menos que haya

un balance entre la osmolaridad intracelular y extracelular y la permeabilidad de
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la membrana. ElI fendmeno puede llegar a tener consecuencias mayores
cuando el espacio extracelular es lavado con la maquina de perfusion para la
preservacion del érgano, particularmente si la osmolaridad de la solucion de
perfusidbn no esta incrementada. El espacio extracelular puede llegar a ser
facilmente hipotonico con formacion 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 en el reticulo endoplasmatico, aparato
de Golgi, en las membranas mitocondriales y en los microtubulos del
citoesqueleto, cuyos dafios son dependientes del tiempo de isquemia.*"*

El reticulo endopldsmico lleva a cabo muchas reacciones bioquimicas,
las cuales para llevarse a cabo requieren de unas condiciones citoplasmicas
basadas en el pH, concentraciones de iones, estados redox y cataliticos.
Cuando estas caracteristicas se pierden no se pueden llevar a cabo la mayoria
de estas reacciones. El edema mitocondrial prolonga la ausencia de
fosfocreatina, la cual es necesaria para proteger desde la membrana
mitocondrial interna hasta el citoplasma. La pérdida de la coordinacion del ciclo
metabdlico y de la fosforilacion lleva a la apertura del poro de transicion
mitocondrial (mPT). El mPT es un poro no selectivo en la membrana
mitocondrial interna, la cual es casi impermeable bajo condiciones fisioldgicas,
pero se abre debido a la alta concentracién de Ca™ en el interior de la

mitocondria.

Finalmente la reduccion del ATP intracelular impide la regeneracion del
glutation, acido ascorbico y tocoferol que llevan a cabo la detoxificacion de los

metabolitos presentes en el citosol y en la membrana sarcoplasmatica.

La necrosis se lleva a cabo cuando las reservas de ATP se pierden.
Cuando el ATP es parcialmente conservado, el citocromo C es liberado con
activacion de las caspasas, y como resultado la muerte celular por apoptosis.
Cuando se pierden las crestas mitocondriales y la matriz se vuelve densa, en

esta fase el dano es irreversible.

La acidosis es un resultado inmediato de la glucolisis anaerébica: como

la demanda de energia es alta, el nUmero de reacciones deberian seguir
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generando suficiente ATP. Sin embargo, la enzima glicerol 3fosfato
deshidrogenasa, disminuye en el proceso, y solo puede ser generada por
fermentacion del piruvato a acido lactico, lo cual acidifica el citoplasma de
manera muy importante. En situaciéon de acidosis, la descomposicion de la
NAD" lleva a cabo la formacién de metabolitos inhibidores de la glucolisis. Para
prevenir la excesiva acidosis en la via de la glucolisis hay una enzima clave, la
fosfofructocinasa, pero esta es inhibida debido a la disminucién del pH. Si no
hay flujo sanguineo para eliminar el lactato la produccion de energia se para.
Una disminucion del pH se observa de forma uniforme en los tejidos
isquémicos, aunque podria estar involucrado en proteccién en la reperfusion, la
acidosis durante la oclusion de la arteria coronaria esta bien correlacionado con
el dafio del tejido medido mediante la liberacion de la mioglobina (la mioglobina
liberada es filtrada por los rifiones y es téxica para el epitelio tubular renal
causando ARF)."** De forma importante la acidosis afecta tanto a la
recuperacion de la contractibilidad del endotelio como a las funciones
endoteliales micovasculares en corazones mantenidos en hipotermia no

expuestos a isquemia.

Como ya hemos dicho el déficit de oxigeno junto con el agotamiento de
la energia celular, conducen a diversas alteraciones bioquimicas, como la
disfuncion del sistema de transporte de membrana y la activacion atipica de los
sistemas citoplasmaticos. La ausencia de ATP, disminuye la funcién de las
ATPasas, que esta implicada en el mantenimiento de las concentraciones
ionicas dependientes de los sistemas de transporte localizados en las
membranas celulares (Na*, K*, H, Ca*®) produciéndose una despolarizacion
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,®* este
aumento del Ca*? citosélico se ve ademés incrementado por la disminucién de
la actividad de la Ca™-ATPasa, que lo vuelve a recaptar hacia el interior de
dichos depositos. El aumento de la concentracién de calcio intracelular [Ca®'];,
segundo mensajero, provoca la activacion de diversos sistemas enzimaticos

importantes para la produccion de los mediadores de la inflamacion.* ¢ %%
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La sobrecarga de Ca®" en la mitocondria causa la inhibicién temprana del
complejo | (NADH deshidrogenasa) de la cadena transportadora de electrones
y bajo la progresion de la isquemia quedan afectados los complejos Il

(complejo citocromo bcy) 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 esta
relacionada con la tumefaccion 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 A¥,, va acompafada
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 apertura del poro mPT se ha observado en la reperfusién del musculo
cardiaco postisquémico, la apertura prolongada va a suponer que durante la

reperfusion el dafio sea irreversible.®*

La inhibicion de los poros mPT, atentan 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 intervencion

farmacoldgica. La ciclosporina es un potente inhibidor del poro mTP.2

En el ambito de la membrana plasmatica, y como consecuencia de las
alteraciones de los iones Na*, K" y Ca®", el potencial de membrana que queda
abolido. 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 catién (Na* y Ca*") arrastrando agua y el K* sale fuera para mantener el
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equilibrio i6nico con el espacio intersticial. Todo ello conduce al edema celular y
a la activacion de enzimas, por el Ca* intracelular, como las fosfolipasas
(producira la lesion de las diferentes membranas: citoplasmatica, mitocondrial,
lisosomal), proteasas, ATPasas (falta de ATP) y endonucleasas (fragmentacion
de cromatina) por lo tanto se produce la muerte por citolisis. (Efecto Donnan: se

crea una presioén oncdtica coloidal intracelular alta).*”

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 del nucleo, y estan
involucradas en la ejecucion de la apoptosis y muerte celular. Si se afiade un
inhibidor de caspasas al medio de preservacibn se ha demostrado que

disminuye el dafio hepético durante la I/R.*"

Las vias apoptéticas mas importantes en el dafio isquémico son la via
extrinseca que requiere de la activacion del receptor de la membrana
plasmatica Fas, con sefial de traduccion via FADD que tiene como resultado la
activacion de la caspasa 8. La via intrinseca requiere de la translocacion de la
proteina proapoptética, Bax, a la mitocondria, formandose poros de transicién
en la membrana mitocondrial para la liberacion del citocromo C y la activacion
de la caspasa 9. La proteina proapoptotica Bax también puede ser activada por
las vias dependientes de p53. La activacion de Bax en células normales es
inhibida por las proteinas antiapoptéticas Bcl2 y Bcl-xL. Ambas caspasas-8 y 9

activan la caspasa-3, la cual inicia la via final de la apoptosis.®*

Al mismo tiempo, la isquemia conduce a una pérdida de fosfolipidos de
membrana, alteraciones en el citoesqueleto y a una acumulacién de adenosina
(desciende el ATP y aumento el ADP) y sus productos de degradacion, xantina
e hipoxantina y nucleétidos de adenina. Los nucledtidos de adenina difunden
libremente fuera de las células, y su ausencia imposibilita la resintesis del ATP
intracelular durante la reperfusion. Ademas, existe una rapida conversion de
xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa. En consecuencia, tanto ésta como
la hipoxantina estan presentes en exceso. Como ya hemos comentado la

hipercalcemia celular induce la degradacion de los fosfolipidos sarcoplasmicos
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y proteinas del citoesqueleto, modifica la afinidad de Ca*™ y la eficacia de las
proteinas contractiles y ademas modifica la estructura terciaria de las enzimas
tales como la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa. Estas dos enzimas
catalizan las mismas reacciones, la transformacion de la hipoxantina en xantina
y xantina en &cido Urico. Pero mientras que el primero utiliza NAD* como un
cofactor, la segunda utiliza oxigeno y forma el anién superéxido, un RLO que

se producira masivamente durante la reperfusion.

Los acumulos de xantina oxidasa y de sus sustratos: hipoxantina y
xantina durante el periodo de isquemia, son los que van a producir la lesion en
las células durante la reperfusion, puesto que llegara el oxigeno necesario para

la enzima con la consecuente produccién de RLO.™

Otra fuente de RLO es el complejo Il de la cadena transportadora de
electrones.®® Los aniones superéxido 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 liberacion de un nimero superior de

enzimas. (Fig. 8)
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La disminucion en la concentracion del ATP intracelular durante la
isquemia afecta significativamente al metabolismo, a la homeostasis i6nica y a
la estructura de las proteinas en la célula.NADPH2 (nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato); Pi (fésforo inorganico); PTP (poro de transicion en la
permeabilidad mitocondrial), [i] (intracellular ion concentration),¥W,, (Potencial de

membrana sarcoplasmatica).

La ruptura de la membrana citoplasmatica dafiada es un factor
importante en la patogénesis de la lesion isquémica irreversible. Si la isquemia
es lo suficientemente prolongada (mas de 24 horas), el dafio ocasionado sera
irreversible (necrosis celular) dependiendo del 6rgano 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
microcirculacion, durante la reperfusién, aparece el fenémeno de "no reflujo",®®
caracterizado por la imposibilidad de la reperfusion del 6rgano debido a la
obstruccién progresiva en la microcirculacion**® debido al hinchamiento del

endotelio y a la obstruccion 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 rifién isquémico produciendo disfuncién

renal

Muchos factores se han propuesto para este fenbmeno, entre ellos un
desequilibrio entre mediadores vasodilatadores y vasoconstrictores, congestion
endotelial, incremento de la permeabilidad endotelial llevando al edema
intersticial que comprime los capilares peritubulares, incrementando la
adherencia leucocitaria, y la acumulacion extravascular de leucocitos,

fendmenos que resultan en 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 activacion de una
reaccion inflamatoria que involucra a los RLO, los factores endoteliales y los
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leucocitos. Se produce una rapida sobreexpresion de moléculas de adhesién
celular (CAMs) en la superficie endotelial, particularmente selectinas, que
rompen el equilibrio que mantiene la homeostasis en la microcirculacion con la
atraccion, activacion, adherencia y migracion de neutrofilos circulantes que se
unen al endotelio vascular, causando la destruccién del tejido local por la
descarga de RLO, proteasas y otros mediadores de la inflamacién entre los que

se incluyen factores activadores de las plaquetas y leucotrienos.

EPITELIO

ENDOTELIO

MEMBRANA BASAL

Pérdida de polaridad
Na+/K+-ATPasa

EPITELIO

Citoesqueleto de
actina desorganizado

Citocinas inflamatorias
epiteliales

/__,
4

Moléculas de adhesidén
LEUCOCITOS ) endoteliales
== b ———= MEMBRANA BASAL
Figura 9

El dafio isquémico activa la reaccion inflamatoria.

Antes de ser un mecanismo de agresion, los neutréfilos son necesarios
para la reparacion del tejido inflamado. Los neutréfilos 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 macrofagos infiltran al tejido trasplantado y liberan varias

citocinas y otros factores. (FIG.9)
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Las alteraciones ultraestructurales son detectadas en el rifion isquémico
muy precozmente (a los pocos minutos de iniciarse la isquemia) observandose
una rapida desaparicion de las microvellosidades apicales. En concreto la

gama de lesiones identificadas son:
a) disfuncién endotelial y vasoconstriccion renal sostenida;

b) 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 ceélulas tubulares y de éstas a la
matriz extracelular, con la consiguiente pérdida de la permeabilidad

de los tubulos;

d) la organizaciéon de material de detritus en el interior y exterior de las

células.®®
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Alteraciones que llevan a cabo la disminucion de la tasa de filtracion glomerular.
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2.1.2.- Alteraciones ultraestructurales en la Isque mia renal (Descritas
en el apartado de NTA)

Lesion del citoesqueleto de actina

Perdida de polaridad celular

Pérdida de la integridad del borde en cepillo

Alteracion de la union entre las células tubulares y de estas a las

membranas basales tubulares

« 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 obstruccion del flujo tubular y en la filtracion tubular del
mismo hacia el espacio intersticial, lo que contribuye de manera muy

importante a la disminucion del filtrado glomerular propio de la NTA

Como ya hemos comentado en el apartado de lesidén por isquemia, la
ausencia de ATP también activa las proteasas y fosfatasas, las cuales con la
reperfusion 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 esta pobremente oxigenada en condiciones normales.

Este dafo oxidativo, junto con un cambio en el balance de sustancias
vasoactivas y sustancias vasoconstrictoras tiene como resultado la
vasoconstriccion, congestién, hipoperfusion y expresion de moléculas de
adhesion celular (CAMs).*"

La expresibon de CAMs (FIG.9) inicia la infiltracion leucocitaria,
aumentada por citocinas proinflamatorias y quimiocinas generadas por las
células tubulares isquémicas. Esos leucocitos obstruyen la microcirculacion y
liberan citocinas citotoxicas, RLO y enzimas proteoliticas las cuales producen

dafio en las células tubulares y NTA.*"
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2.2.- Lesion por reperfusion

El restablecimiento del flujo sanguineo es necesario para rescatar los
tejidos isquémicos, con el fin de posibilitar la regeneracion de la energia celular

y la eliminacion de los metabolitos toxicos derivados de la situacion de anoxia.

En cambio, la reperfusion inicia una sucesion de acontecimientos que de
manera paradojica pueden prolongar la lesion tisular e incluso intensificarla.
Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la reperfusion anéxica de los
tejidos isquémicos da por resultado poca lesién, pero en cambio, que las
reacciones iniciadas durante la reperfusion con oxigeno, van a ocasionar

alteraciones mas graves que las inducidas por la propia isquemia. (FIG.10)*3*

Un mediador crucial de la lesion por I/R son los RLO en particular, el

peréxido de hidrégeno.*®

Los RLO se forman en los tejidos post-isquémicos por reduccion quimica
del oxigeno aportado en la reperfusion,®®® y pueden inducir al TNF-a a través

de la activacion de la via p38 MAPK.*

Una vez producidos, los RLO condicionarian por interaccion con las
membranas del endotelio vascular del tejido isquémico, un aumento de
concentracién de Ca®*, que activaria una serie de proteasas no especificas y
fosfolipasas (Fosfolipasa Ay); 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 araquidénico como

leucotrienos, tromboxanos y diferentes tipos de prostaglandinas.®® (Fig.11)
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Figura 11
Produccion de RLO tras la reperfusién; implicacion en la produccion de sustancias

gquimiotractantes

Por otro lado, los RLO ocasionarian una peroxidacion de los lipidos de la
membrana de las células con el consecuente aumento de la permeabilidad de
la membrana celular. Por Ultimo los RLO, son capaces de ocasionar
directamente alteraciones en los sistemas enzimaticos celulares y provocar
mutaciones del DNA (FIG.12). Todo esto contribuira al trastorno en la funcién
celular y a su posterior necrosis, fendmeno esencial que acompafa a la

reperfusion de los tejidos isquémicos.***
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Mecanismo de lesion celular de los RLO

En concreto, los RLO inducirdn en su accion sobre el DNA, la activacion
de proteinas transcripcionales que incrementaran la produccion de éxido nitrico
y citocinas (TNF-a) las cuales a su vez, aumentaran la produccion de mas RLO

perpetuando e incrementando asi el dafo. (Fig. 13)
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Figura 13

Mecanismo de retroalimentacion en la produccion de RLO.

La activacién y acumulacion de los neutréfilos en el tejido postisquémico

es causa de lesion, siendo ésta proporcional al grado de acumulacién. La
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lesién se ejerce sobre la microvasculatura™*® y consiste en incrementos de la
permeabilidad vascular a las proteinas 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. ! 1%

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 en modelos experimentales de I/R sobre
distintos tejidos, incluido el rifi6n.°* Por otro lado, la masiva ausencia de
neutréfilos del suero, el bloqueo en la produccion de los radicales libres del
oxigeno o el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la glucoproteina
de membrana neutrofilica (CD18) responsable de la adhesion del leucocito al
endotelio disminuyen la infiltracion neutrofilica y con ello la lesién
microvascular.”® También se ha demostrado que el uso de L-NAME vy de
anticuerpos dirigidos contra el CD-18, disminuyen la lesion. La produccion de
RLO parece conducir también a la activacién del complemento sérico.” *° Por
fragmentacién de la mélecula de C5, origina una molécula similar a C5a (Cha-
like) con la subsiguiente generacion de anafilotoxinas (C3a y C5a) con accion
quimiotactica y capacidad para incrementar la permeabilidad vascular y

favorecer la adherencia leucocitaria.

De hecho, la inactivacion del complemento disminuye la lesién por

reperfusion en los tejidos.”® (Fig. 14)

Figura 14

Interaccion RLO y sistema complemento. Quimiotaxis leucocitaria por el complemento.
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Durante la reperfusion, la liberacion de citocinas por los leucocitos
activados, especialmente factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina-1
(IL-1) e interferon-y (IFN-y), y la liberacion del factor activador de las plaquetas
(PAF), influiran en la lesion postisquémica favoreciendo la adhesion leucocito-
endotelio, y multiplicaran el fenémeno inflamatorio iniciado.?® (Fig. 15)
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Figura 15

Produccion y efectos de las citocinas proinflamatorias.

El dafio causado por la secuencia de I/R en el tejido renal se manifiesta
como dafo esencialmente tubular, originando una ARF con incremento de la
morbi-mortalidad y esta correlacionado con la incidencia de rechazo agudo en

varias series clinicas.

En resumen, la principal manifestacion del dafo inicial por I/R ser& el
retraso en la funcion del injerto, hecho que ocurre en casi el 30% de los
trasplantes renales. ElI dafo por I/R, parece desencadenar una
sobrerregulaciéon de los antigenos del MHC que asi incrementan la
inmunogenicidad del injerto, promoviendo una respuesta inflamatoria no
especifica, la cual interactuara y amplificara, la cascada/secuencia de las
citocinas y CAMs caracteristica del dafio inmune. Evidencias experimentales y
clinicas han identificado también al dafio por I/R como un factor de riesgo,

independiente de antigeno, para el CRF.
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3.- NECROSIS TUBULAR AGUDA

La NTA es un sindrome caracterizado por pérdida de la funcién renal y

muerte de las células tubulares del rindn.

La mayor parte de los casos de ARF intrinseca estan asociados con
NTA, derivado de una isquemia prolongada o lesion toxica. Se utilizan con

frecuencia sindbnimos de NTA, como ARF isquémica o ARF nefrotdxica.

La NTA es la causa mas frecuente de ARF intrinseca, representando el
70% de los casos. Al igual que con otras causas de ARF, 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 ARF, y se define como una
rapida (horas o dias) disminucion de la GFR, que conduce a la retencién de los
productos de desecho como la urea y la creatinina. Las diversas etiologias de
ARF, 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 situacién de NTA isquémica. Por lo tanto la ARF prerrenal y la
NTA isquémica son parte de un mismo espectro de hipoperfusion renal, que en

casos extremos puede llegar a la necrosis cortical.?*®

Siendo la ARF prerenal consecuencia de una hipoperfusion suave o

moderada y la NTA de una hipoperfusién mas prolongada o severa.

La diferencia fundamental entre las formas prerenales vy
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 perfusion renal, lo que si ocurre
en la ARF prerenal, pero cuando el dafio es particularmente extenso, puede

desarrollarse una necrosis cortical renal bilateral y la ARF no ser reversible.

Por lo tanto, las causas de NTA son practicamente las mismas que en la
ARF prerenal, variando Unicamentela la duracion e intensidad de la

hipoperfusion. No obstante, con frecuencia estos casos se acompafian de otras
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causas de dafo renal como nefrotoxinas y sepsis, por ejemplo cuando ocurre

en el medio hospitalario y en especial en la UCI.

En cuanto a los productos nefrotoxicos es preciso decir que el rifion es
particularmente susceptible a su accidon 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 nefrotoxico de muchas
drogas se encuentra incrementado en presencia de isquemia renal, sepsis y
otras situaciones que provocan dafio renal. Las toxinas exdgenas mas
importantes incluyen la mioglobina, hemoglobina, &cido Grico, Ca®*, y proteinas

anémalas del mieloma.

En algunos pacientes la administracion de agentes de contraste para
estudios radiolégicos induce un cuadro de ARF, tipicamente oligurico, aunque
muchos de ellos no llegan a recurrir dialisis. EI mecanismo de produccion 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 lesion en la NTA de origen isquémico es el
segmento recto del tibulo 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, exposicion 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 morfologica
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
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muestran cambios acordes con la gravedad de la lesion, la mayoria de las

células estdn dafiadas con capacidad de recuperarse por completo.

Los cambios morfoldgicos caracteristicos de las células del tibulo en la

NTA. (Fig. 16)
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Figura 16

Alteraciones en la morfologia de las células del tibulo en la NTA.

Si el dafio es grave, las células afectadas se pierden por apoptosis, y las
células con lesiones mas graves sufren necrosis, sin embargo, incluso las
células poco dafiadas sufren alteraciones significativas en el citoesqueleto de

actina, relacionadas con varias de las consecuencias funcionales de la NTA.

3.1.1.- Lesion del citoesqueleto de actina.

La integridad del citoesqueleto de actina es crucial para llevar a cabo la
funcidn de las células epiteliales del tubulo 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
lesion renal isquémica tiene como resultado 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.>*
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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 dafio celular reversible, ya que si se
restituye el nivel normal de ATP antes de que muera la célula, se da paso a
una normalizacion distributiva 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 porcidon basolateral pero, en situacion de isquemia, se
redistribuye a las porciones apicales celulares, en donde conserva su funcion;
lo mismo ocurre con la distribucion de esfingomielina, colesterol, fosfatilcolina y

fosfatilinositol, que se trasladan desde la membrana basolateral a la apical.

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

de la polaridad celular.?”"

3.1.3.- Pérdida de la integridad del borde en cepil lo.

De todo lo expuesto puede deducirse que el borde en cepillo de las
células tubulares proximales pierde su estructura y funciébn en condiciones
isquémicas. Ademas los fragmentos de 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 union entre las células tu  bulares y de estas a

las membranas basales tubulares.

La union intima entre células tubulares adyacentes y el sustrato de la

membrana basal tubular, estda normalmente asegurado por las integrinasla,
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proteinas transmenbrana con una localizacion extracelular que unen las células

a la membrana basal tubular basolateral.

Una vez mas el dafio isquémico altera estos mecanismos de union 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

obstruccioén tubular mas distal.

3.1.5.- Alteracion funcional de las uniones interce lulares.

En condiciones normales, las células tubulares adyacentes estan unidas
firmemente entre si por sus caras laterales, con la porcion mas proxima 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 cuestion es capaz de atravesar

esta union intercelular.

El citoesqueleto de actina juega un importante papel en estas uniones.
Una vez mas la isquemia dafando el citoesqueleto de actina, aumenta la
permeabilidad paracelular, aumentando el flujo de moléculas. Estos cambios
son reversibles si se aumentan los niveles de ATP antes de que la célula
muera. Esta alteracion isquémica contribuye de forma notable a la disminucién

del filtrado gromerular tipico de la NTA.

3.1.6.- Formacion de cilindros intratubulares y obs  truccion tubular

Las células epiteliales desprendidas por cualquiera de los mecanismos
expuestos, muestran una tendencia a unirse entre si 0 a células dafiadas que
permanecen unidas aun a la pared tubular. La consecuencia de ello es la
obstrucciéon tubular tipica de la NTA. Esta adherencia intercelular anormal
puede estar mediada por la integrinal3 expresada en las zonas apicales de las

células dafadas o por sus receptores presentes en la matriz proteica. Esta
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interaccién requiere la presencia de la arginina-glicerol-asparaginasa (Arg-Gly-
Asp o RGD) motivos que se encuentran en los receptores de la integrina. En
NTA experimental, la administracion de péptidos cortos que contienen el motivo
RGD mejora significativamente la formacion de cilindros y deterioro funcional,

evitando la adhesion 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 més graves
muestran una profunda disminucién 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 plasmatica, que conduce a la liberacion de
componentes intracelulares al espacio extracelular y la activacibn de una

respuesta inflamatoria.

Las células menos dafiadas presentan una disminucion parcial del ATP,
y activan las vias apoptoticas. La apoptosis 0 muerte celular programada es un
proceso que requiere energia caracterizado por activacion de caspasas, la
progresiva contraccion celular, condensacion y fragmentacion 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 ARF 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 reperfusion. Una
segunda oleada de células apoptoéticas se ha observado durante la fase de
recuperacion de la ARF, cuando probablemente representa un mecanismo para
la eliminacidn de las excesivas 0 no deseadas células proliferativas, facilitando
asi la remodelacion de los tubulos lesionados. Los mecanismos moleculares
gue subyacen a la primera ola de la apoptosis son actualmente objeto de
investigacién intensa ya que la inhibicidbn selectiva de estas vias puede
constituir una nueva estrategia de gran alcance para la disminucién 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 basodfilos, nucleos
grandes hipercromaticos 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 pérdida del borde en cepillo, necrosis tubular, edema celular,
dilatacion tubular e inflamacion intersticial comparado con rifiones con funcién
renal, mientras que otros han observado una morfologia muy similar en

biopsias de estos rifiones en reperfusion.

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 reperfusion
es generalmente menor en los rifiones con funcion renal retardada que en
trasplantes funcionando inmediatamente?*® Similar a las anomalias histolégicas
leves, sin embargo, las reducciones relativamente pequefias en el flujo
sanguineo renal impiden alcanzar la tasa de filtracion glomerular severamente
deprimida en pacientes con principios de disfunciéon del injerto. De acuerdo con
modelos matematicos, la reduccion de la GFR, es causada principalmente por
una disminucion en la fuerza motriz hacia afuera durante la ultrafiltracion

glomerular.

En pacientes con principios de disfuncion del injerto, la diferencia de
presién hidraulica glomerular transcapilar (fuerza motriz hacia afuera) supera la
presion oncética glomerular (fuerza motriz hacia adentro) por sélo 2 mmHg, en
comparacion con los 12 mmHg en pacientes con una funcion adecuada de los

injertos.**

La disminucion en la presion de ultrafiltracion neta podria ser causada
por la obstruccion tubular debido a los desechos necréticos y desechos de las
células epiteliales tubulares o por vasoconstriccion de las arteriolas aferentes
glomerulares. La dilatacién tubular, que puede ser interpretada como un

incremento de la presion intraluminal debido a una obstruccion descendente,
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disminuye durante la primera semana de trasplante en biopsias renales de
injertos en recuperacién, considerando que se mantiene constante en injertos
con disfuncion sostenida. Sin embargo, el numero de células tubulares que han
sufrido necrosis o desechos en el lumen tubular en biopsias renales, es bajo (1-
4%). Ademdés, el numero de células epiteliales anuladas en los rifiones
trasplantados con funcién renal retardada, es muy variable y no es
significativamente diferente de los pacientes con funcion normal de los rifiones
trasplantados. Como resumen, estos resultados no apoyan la hipoétesis de que
la obstruccién tubular es una causa importante de disfuncién 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 riflones con
funcién renal retardada y la gravedad de la alteracién funcional,® *" lo que
sugiere la importancia de otras alteraciones funcionales,?® que seran

estudiadas en apartados sucesivos.

3.2.- Fisiopatologia del dafio renal

La isquemia y la hipoperfusion provocan dos alteraciones fundamentales
en el rifidn: Alteraciones hemodinamicas que, a través de vasoconstriccion,
contraccion del tejido mensagial y congestion medular, conducen a una
reduccion del filtrado gromerular importante y dafo 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.?”>

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, ha sido considera
durante mucho tiempo una caracteristica intrinseca del ARF, lo llevo a

denominarla "nefropatia vasomotora".**> Ademas, el rifién postisquémico
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también muestra alteraciones regionales en los patrones de flujo sanguineo.
También, hay una marcada congestion e hipoperfusion de la médula externa
que persisten a pesar de que el flujo sanguineo cortical mejora durante

reperfusion después del dafio isquémico.”® ®> 18

Diversos estudios sugieren que las anomalias persistentes en el flujo
sanguineo intrarrenal que afectan a la region medular externa pueden contribuir

a la reduccion de la GFR.26 63 186.

Los segmentos tubulares situados en la regidn medular externa
(segmento S3 del tubulo proximal y mTAL) son particularmente vulnerables a la
isquemia debido a que el oxigeno en esta region es bajo, con una presién
parcial de oxigeno 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. El transporte activo de Na* que se produce en este nivel
depende de la fosforilacion oxidativa para producir energia. 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 del retorno total del flujo sanguineo renal tanto la
hipoxia como la vasoconstriccion persisten en la regibn medular externa,

teniendo como resultado una lesiéon tubular mayor.

Las técnicas de imagen sofisticadas han documentado esos cambios en
el flujo sanguineo renal regional en animales con ARF y luego en humanos.
Mecanismos que subyacen a estas alteraciones hemodindmicas han
comenzado a emerger, y se refieren principalmente a las lesiones de las
células endoteliales.”” Esto se traduce en un desequilibrio local de sustancias
vasoactivas, con una mayor liberacion de vasoconstrictores como la endotelina
y con una significativa disminucion en la cantidad de vasodilatadores, como del
oxido nitrico (NO).

Los mediadores tanto de la vasoconstriccion renal como de la
persistente reduccién en el flujo sanguineo medular son muy probablemente, la

endotelina-1, angiotensina Il, prostaglandinas, adenosina y éxido nitrico.”®
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Se ha demostrado, en pacientes con ARF de diversas etiologias,
elevados niveles de endotelina-1, un potente vasoconstrictor renal, y que
los antagonistas de los receptores de endotelina mejoran la ARF

| 110.

experimenta pero se carece de datos en seres humanos

En cuanto al papel de la angiotensina Il, otro potente vasoconstrictor
renal, ha sido propuesto porque se ha demostrado en pacientes con
ARF, sin embargo, la inhibicion de la angiotensina Il no disminuye la
extension de la lesién renal en la ARF experimental e incluso podria
acelerar la ARF en pacientes con volumen sanguineo reducido pero
efectivo. Esto hace que el papel de la angiotensina Il en NTA en

humanos sea dudoso.*®

La adenosina ha sido propuesta como un vasoconstrictor renal en la
nefropatia de contraste. El tratamiento previo con antagonistas de los
receptores de adenosina, como la teofilina, pueden amortiguar la fuerte
reduccion de la GFR inducida por agentes de contraste, pero estos

farmacos no son eficaces una vez establecida la NTA.2%*

Una disminucién en los vasodilatadores renales, como el 6xido nitrico
derivado del endotelio (NO) y las prostaglandinas, también pueden
desempeiiar un papel en el inicio de la NTA, pero no hay pruebas que
indiquen que la administracion 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 ARF isquémica puede estar
relacionado con los efectos toxicos paraddjicos del NO sobre las células
del tdbulo proximal a través de la generacion de RLO, una vez que ya

esta establecida la NTA.*®*

Del mismo modo, tanto monodxido de carbono como compuestos

liberadores de mondxido de carbono son protectores en modelos animales de
ARF isquemica,®®® probablemente a través de la vasodilatacién y la
preservacion del flujo sanguineo medular, pero no han sido probadas en seres
humanos. Por lo tanto, estos anomalias macro hemodinamicas no son
consideradas plenamente responsables de la profunda pérdida de la funcién

renal, y varios ensayos en humanos con vasodilatadores como la dopamina no

70



Tesis doctoral. TRASPLANTE RENAL, CONTROL DEL DANO POSTREPERFUSION CON CITOCINA SIMILAR A LA
CARDIOTROFINA (NNT-1/BSF-3)

han podido demostrar una mejoria de la GFR en la ARF establecida a pesar del

aumento flujo sanguineo renal total.******

Sin embargo se sabe, que las alteraciones microvasculares desempefan

un papel importante, como se comentara a continuacion.

Cambios hemodinamicos Dafiio tubular

A 4

4 Endotelina § Oxido nitrico
Feedback Tubuloglomerular
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Obstrucciéon Backleak
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Disminucion de la GFR

Figura 17

Patogénesis de la NTA (cambios macrovasculares)

3.2.2.- Alteraciones en la funcién tubular

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

lesiones tubulares:

* Necrosis y desprendimiento del epitelio tubular, con la consiguiente

obstruccion del tabulo y aumento de presion proximal a la obstruccion.

» Pérdida de integridad de la pared tubular, comunicandose la luz tubular

con el intersticio.

» Escape del ultrafiltrado que circula por los tabulos al tejido intersticial.
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Las alteraciones histolégicas antes comentadas (areas de necrosis
tubular, pérdida celular epitelial tubular, cilindros en tubulos distales, etc.),
forman la base morfoldgica de estas alteraciones que los estudios clinicos

parecen confirmar.

La obstruccion tubular contribuye a la reduccion de la GFR. Se origina a
partir de detritus celulares y otros, procedentes de las células tubulares
dafiadas y de precipitacién de proteinas (en lugar de necrosis), dejando zonas
de la membrana basal desnudas.? Otro factor que conduce a la reduccién de la
GFR es la combinaciéon de la membrana basal desnuda y la pérdida de uniones
estrechas en las células del tabulo proximal que posteriormente dan lugar al
retorno del ultrafiltrado urinario hacia la circulaciéon renal (back-leakage) de una
variedad de sustancias, incluyendo creatinina y urea. La activaciéon del sistema
de retroalimentacion tubulo glomerular también puede contribuir a la reduccion
de la GFR.'®®

El incremento, cada vez mayor del NaCl en los segmentos de la nefrona
distal, especificamente la macula densa, debido a las anomalias celulares en el
tubulo proximal isquémico parece ser que induce la constriccion arteriolar
aferente a través de la activacion del A1AR y por tanto disminuye la GFR. Sin
embargo, estudios en animales han demostrado que en los knockout de A1AR
se produce un paradgjico empeoramiento de la lesion renal isquémica, y que la
activacion exégena de A1AR es protectora.”™® Por lo tanto, la activacién de la
retroalimentacion tabulo glomerular después de una lesién isquémica podria
representar un fenomeno beneficioso que limita la liberacion excesiva de iones
y solutos a los tubulos proximales dafiados, reduciendo asi la demanda de los
procesos de reabsorcion dependiente de ATP. Los efectos beneficiosos de la

activacion del A1AR exégeno en ATN en humanos estan por determinar.***

Las anormalidades en la funcion 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

deprivacion de oxigeno.
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Deplecion de oxigeno
Deplecién de ATP
Cambios metabdlicos

Figura 18
Patofisiologia de los mecanismos de NTA. Modificada®. El dafio tubular es una consecuencia
directa de las vias metabolicas activadas por la isquemia pero es potenciado por la inflamacién

y la obstruccién microvascular.

3.2.3.- Alteraciones en el metabolismo de las célul  as del tibulo

La disminuion del contenido del contenido de ATP intracelular, se
produce poco después de la lesion isquémica renal, dando lugar a un gran
namero de reacciones bioquimicas con consecuencias metabdlicas criticas de
las células del tabulo.*®

Enumeramos a continuacién, las consecuencias principales de la
ausencia de ATP y su interrelacion. (Fig. 19)
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3.2.3.1.- Alteraciones en el metabolismo de nucleétidos de Ad

Figura 19

Alteraciones metabdlicas en las células del tibulo posterior a la NTA.

enina

La disminucion 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 glucolisis en el reticulo endoplasmatico. Las

células del tabulo 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 activacion de las proteasas y las

alteraciones del citoesqueleto, con lo que la célula se hincha, lo que contribuye

a aumentar la obstruccion tubular y la congestion vascular de la médula

externa.’®
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3.2.3.2.- Alteraciones de Ca *?intracelular

El Ca™ citosolico libre aumentado es recaptado por las mitocondrias, lo
que provoca su hinchazén y la activacion de la fosfolipasa mitocondrial, que
alterara la fosforilacién oxidativa.*® Esto tiene como resultado en dafio
mitocondrial, la activacion de las proteasas y fosfolipasas, la generacion de
RLO y la alteracion del citoesqueleto. Los inhibidores de los mPT, como
veremos en el apartado de lesién por isquemia, se ha demostrado que mejoran
la lesion isquémica renal en diversos estudios con animales, aunque los
mecanismos que confieren a la proteccion no estan claros, y podrian incluir una
mejoria en la hemodinamica renal, un efecto en la estabilizacion de la
membrana de las células epiteliales del tibulo, y un efecto antagonista de la
calmodulina, ademas de la prevencion 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 mPT, tanto en los donantes
como en los receptores se ha demostrado que reduce la prevalencia de ARF
tras el trasplante de rifion 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 simultaneamente. 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 cadaver, parece ser
beneficioso, sin embargo, es poco probable que sean eficaces en la NTA

establecida.®

Como resultado del agotamiento del ATP y el aumento del Ca*
intracelular, se ha demostrado la activacion de la fosfolipasa y esta va a inducir
dafio en los tubulos proximales de modelos animales. La activacion de la
fosfolipasa puede resultar en la ruptura de los fosfolipidos de la membrana, la
alteracion de las membranas celulares y la consiguiente muerte celular. Los
inhibidores de la fosfolipasa A2 han demostrado proteccion contra las lesiones

celulares de los tubulos en modelos experimentales.

3.2.3.3.- Acidosis intracelular

La acidosis intracelular resultante del dafio isquémico, es en un principio

beneficioso, ya que protege a la célula del dafio isquémico, ya que reduce el
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metabolismo del AMP, ademas reduce la afinidad del Ca™ por la calmodulina,
lo que enlentece la formacién de la xantinooxidasa y finalmente la produccién de
los RLO. Por lo tanto, durante la fase de reperfusion, la rapida correccion del pH

intracelular se convierte en perjudicial para la célula, produciéndose los RLO.
3.2.3.4.- Generacion de los RLO

Los RLO, como el radical hidroxilo, peroxinitritos, y acido hipocloroso, se
generan desde vias diferentes, durante la reperfusion de los rifiones
isquémicos. El radical hidroxilo puede formarse a partir del superéxido y del
peréxido de hidrégeno, que, en circunstancias normales, son continuamente
producidos por las células del tabulo. La conversion final de perdxido de
hidrogeno al radical hidroxilo requiere de Fe™. (Fig.9) Los antioxidantes
naturales, tales como la superoxido dismutasa, catalizan la conversion de
superéxido en peroxido de hidrogeno, que, a su vez, se convierte en agua por
la catalasa o la glutation peroxidasa, lo cual confiere citoproteccién. La
isquemia prolongada tiene como resultado el catabolismo de ATP celular a

hipoxantina, y la activacién simultanea de la xantina oxidasa Ca®*-dependiente.

Durante la reperfusion, la xantina oxidasa utiliza el oxigeno molecular
como un receptor de electrones, mientras transforma la hipoxantina a xantina,
lo que genera excesivo anién superédxido. Otras fuentes de RLO son las
mitocondrias dafiadas durante la I/R, los neutréfilos que se activan tras la I/R, y
la produccion de peroxinitritos de la interaccion del superéxido con el 6xido
nitrico (sintetizado las células tubulares proximales inducidos por la lesion

isquémica y toxica).

La lesibn mediada por RLO también se encuentra asociada a
condiciones de excesiva disponibilidad de Fe'™ libre, tales como
hemoglobinuria, mioglobinuria, la gentamicina y la nefrotoxicidad de cisplatino.
Una vez generados, los RLO pueden dafiar las células de muchas maneras,
incluyendo la oxidacion directa de proteinas de la membrana, la peroxidacion
de los lipidos de membrana, y el dafio del ADN. Sin embargo, el papel de los
RLO en ATN sigue en controversia. Aunque varios estudios en animales
evidencian la generacion de RLO en la lesion renal por I/R y un efecto protector

de los antioxidantes administrados exdgenamente.
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Parece ser, que los RLO también pueden actuar como sefalizadores en
la transcripcion molecular para regular la transcripcion génica y activar factores
de transcripcion como NF-kB y AP-1, con consecuencias patologicas pero

también protectoras.”

La activacion de los neutréfilos reclutados durante la reperfusion de los
riniones isquémicos estan implicados en lesiones posteriores de las células
renales. Como ya comentaremos en el dafio por reperfusion, los neutrofilos
activados se adhieren libremente al endotelio vascular a través de las
interacciones mediadas via P-selectina, quedando inmovilizados a través de las
interacciones entre las moléculas de adhesion leucocitaria CD11/18 y el
receptor endotelial ICAM-1, e inducen lesiones directas tanto al endotelio como
a las células tubulares, mediante la liberacion de RLO. En modelos
experimentales, la eliminacién de los neutrofilos o inhibicion de la adhesion de
neutrofilos a las células endoteliales (a través de la administracion del ligando
soluble de la glicoproteina P-selectina o neutralizando a cualquiera ICAM-1 o

CD11/18, reduce significativamente la severidad de la lesién por I/R.***

3.2.4.- Alteraciones en la microvasculatura

Hasta ahora, las investigaciones se han centrado principalmente en la
lesion tubular como la principal causa de isquemia relacionada con la ARF,
pero cada vez mas pruebas implican a las alteraciones en la microcirculacion

|100.

intrarenal™ y al mantenimiento del O,.

Como vya hemos comentado anteriormente los rifiones son
particularmente susceptibles a la lesion isquémica y una de las razones es que
la microvasculatura renal, es muy compleja con una demanda muy alta de

energia.’” 14

Una de las principales funciones de la microcirculacién (red de vasos
gue comprenden arteriolas, capilares y vénulas) es asegurar el O, suficiente

para satisfacer la demanda metabdlica de cada célula.

A pesar de que la NTA ha sido considerada la principal causa de
ARF, %3 142 o| papel desempefiado por la disfuncién microvascular ha generado

un gran interes.

77



Maria Pilar Moreno Andrés

El endotelio juega un importante papel en el desarrollo de la disfuncion

microvascular y por lo tanto en el ARF isquémico.***

. Fendmeno de “no reflujo”

La reperfusion después de la lesidon isquémica, tiene como resultado la
recuperacion incompleta del flujo sanguineo renal, esta reduccidn persistente
del 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 lesion renal isquémica que conducen a la

disfuncion renal.8 14°

Muchos factores han sido propuestos para explicar este fenédmeno,
como un desequilibrio entre vasodilatadores y vasoconstrictores, congestion
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.

La reduccién persistente en la oxigenaciéon del tejido renal se ha medido

directamente en modelos animales de lesién por reperfusion y sepsis.**? 1%

La mayoria de los vasos rectos descendentes que suministran sangre a
la meédula surgen de las arteriolas eferentes de los glomérulos
yustacorticomedulares. 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 de O, renal y del flujo sanguineo medular, respectivamente.

En condiciones fisiolégicas normales, aproximadamente el 80% del
consumo de O, renal es utilizado por la bomba de Na'-K*-ATPasa del tibulo
proximal, lugar de reabsorcion de aproximadamente dos terceras partes del
CINa que entra en el fluido tubular por filtracibn glomerular. Por lo tanto,

factores que intervienen en la GFR influyen en la oxigenacion medular de forma
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muy importante modificando la cantidad de soluto liberado a los tubulos. En
resumen, la oxigenacion renal adecuada depende del equilibrio entre el
suministro de oxigeno microcirculatorio y el consumo de oxigeno renal llevado

a cabo por la actividad de reabsorcion de electrolitos.

En estudios de trasplante renal en animales y humanos, utilizando
técnicas de andlisis de imagen, muestran la fisiopatologia de la lesion de 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
ARF,**® esto conduce a un incremento de la permeabilidad microcirculatoria y
al edema intersticial.?*> Como la hinchazén de las células endoteliales, la
activacion de la via de coagulacién y el consiguiente acumulo de eritrocitos
tiene como resultado la obstruccion del lumen microvascular. Estas
alteraciones morfologicas de la arquitectura microcirculatoria y la falta de
perfusion a nivel microcirculatorio afecta al suministro de O, a las células y

promueve el dafio del 6rgano.*** (Fig. 20)

LEUCOCITO

Interaccién leucocito-endotelio Disfuncién microcirculatoria

‘LSuministro de O, a las células

Generacién de RLO J Actividad de .,NOS

Inflamacion local TActividad de ;NOS

ROS

INSUFICIENCIA RENAL AGUDA

Figura 20

Relacién entre la microcirculacion y la inflamacién en el desarrollo del ARF

El endotelio juega un papel clave en la regulacion del flujo,

permeabilidad, trafico celular, sefializacién y funciones inmunolégicas.?*®" En
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este contexto, la disfuncion endotelial se define como vasorelajacién alterada
en respuesta a los vasodilatadores dependientes del endotelio, tales como la
AcH. Esta disfuncion endotelial se ha demostrado que participa en la

vasoconstriccion postisquémica tras la reperfusion.'®®

La adhesion de plaquetas al endotelio, con la consiguiente adhesion
leucocitaria, y la adhesion de plaquetas a neutrofilos, todo este agregado llevan

a un estrechamiento de los capilares peritubulares.?**

Aungue el mecanismo de esta disfuncidn no esta claro, parece ser que

es el NO el que juega el papel principal 2

El NO es conocido por su papel en la regulacion del tono vascular,
actuando sobre las células del musculo liso vasculares para inducir
vasodilatacién. El sistema del NO el cual actia como regulador de la
microcirculacion intrarenal y en la regulaciéon del consumo de O, renal puede
ser gravemente perturbado en ARF.®% EI NO derivado de la eNOS, es esencial
para mantener el suministro de O, renal después de la I/R. Actia de forma
paracrina, sobre las células circundantes y previene de la disfuncion vascular
por un efecto directo de vasodilatacion, y por inhibicion tanto de la agregacion

plaquetaria como de la activacion de los leucocitos.153.

Sin embargo, inhibidores no selectivos bloquean la actividad de eNOS y

se observé como se exacerba el dafio isquémico en el érgano.

Por otra parte, la activacion de INOS inducida por la isquemia,
principalmente en los leucocitos, células vasculares lisas y en las células
epiteliales tubulares, participan en la disfuncién vascular. La inhibicién selectiva
de la sintesis de NO por la iINOS puede prevenir la lesién 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 inhibicion de la sintesis de NO derivado de la
eNOS y de la formacion de RLO como peroxinitritos. [Legrand M. y cols., 2009]
Sin embargo, es mas importante la interaccion entre el sistema de NO y el
estrés oxidativo en promover el ARF. El anidén superoxido se une rapidamente
con el NO y tiene como resultado una disminucion en la disponibilidad del NO y

un aumento en la produccién de peroxinitritos dafiinos para la célula.”
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La unién del NO al anion superéxido parece ser el responsable de la

disminucién en la vasorelajacién provocada por el NO después de la I/R.***

Diversas estrategias de antioxidantes, como el uso del tempol, han
demostrado proporcionar acciones beneficiosas en ARF.3%

Los RLO ejercen dafio 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. Ademas, los RLO median la accion vasoconstrictora de otros

agonistas como endotelina-1 y modulan la accién 6xido nitrico dependiente.

Por ultimo, la activacion del sistema de complemento en los capilares
peritubulares ha sido descrita en ratones. Estudios en animales indican que la
I/R renal induce cambios en las células endoteliales que favorecen la activacion
del complemento en los capilares de peritubulares. Una vez activado el sistema

del complemento puede generar las sefales inflamatorias.

La activacion de la inflamacién es muy importante tanto en el inicio como
en la extension del dafio en ARF. Es evidente que la disfuncion
microcirculatoria interacciona con la respuesta inflamatoria a través de las

lesiones hip6xicas resultante de la disminucién de flujo microcirculatorio.**

Numerosos estudios en modelos animales han demostrado que la lesion
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 infiltracién en el tejido.'%®

La adhesién 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 desempefiar un papel importante en

la extravasacion de leucocitos a sitios inflamatorios.**®

La ICAM-1 parece ser particularmente importante en la adhesion firme y

en la migracion transendotelial de leucocitos.
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La fractalquina, es una quimiocina expresada el endotelio lesionado, y
actua como una molécula quimioatrayente y de adherencia y se ha demostrado
que su inhibicion protege de la lesién renal, principalmente a través de la

ausencia de macréfagos.**®

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 y interactia con CD28 expresada en células T
activadas y monocitos a nivel del vaso recto ascendente de la circulacién

medular.

La respectiva contribucion de los neutrofilos, monocitos y linfocitos en el
dafio y disfuncion renal inducida por la isquemia sigue siendo un tema de
debate. La infiltracion neutrofilica se cree que ocurre de manera temprana en el
curso del ARF isquémico, considerando que los macréfagos y linfocitos T se
infiltran mas tarde y persisten en la fase de recuperacion. Este punto de vista
ha sido cuestionado recientemente con la infiltracion de células T descrito en el

inicio del curso del ARF.

Mas detalles pueden encontrarse en las revisiones dedicados a este

tema.257'

También se ha demostrado que la activacion 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 hemodinamica,

% La membrana basal

coagulacion, inflamacién y permeabilidad vascular.?*
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.

Por lo tanto, el dafio hipéxico puede provocar inflamacion local, las
interacciones leucocito-endotelio tienen efectos paracrinos potenciales con
perturbaciones del sistema de oxido nitrico, que a su vez puede afectar la

microcirculacion renal.
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3.3.- Fases de la NTA

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

caracteristicas fisopatoélogicas.

3.3.1.- Fase de inicio

Es el periodo de tiempo que media desde la exposicion al agente
etiologico y comienzo del dafio parenquimatoso, que aun no esta establecido.
Durante este periodo, que dura horas o dias, la NTA puede adn 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 se ha
comentado, la porcion 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 isquémica

comparada con otras regiones del rifidn, incluso en condiciones basales.

3.3.2.- Fase de mantenimiento

Durante la fase de mantenimiento, las lesiones del tubulo renal estan
establecidas, la GFR se estabiliza en un nivel muy por debajo de lo normal, y la
produccion de orina es baja 0 ausente. A pesar de que la oliguria (0 anuria) es
una de las sefiales clinicas de NTA, en algunos pacientes con NTA no se
produce y se denomina no oligurica. La ARF 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
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del fracaso renal (por ejemplo se estabilice la situaciobn hemodinamica).
Posiblemente intervengan varios mecanismos entre los que se incluyen la
vasoconstriccion renal persistente y la isquemia medular desencadenada por
una alteraciéon en la liberacion de mediadores vasoactivos por las células
endoteliales dafiadas (por ejemplo descenso de oxido nitrico y aumento de
endotelina), congestion de los vasos sanguineos medulares y lesién por
reperfusion, provocada por mediadores liberados desde los leucocitos o desde

otras células del parenquima renal.?® ®3 18¢

3.3.3.- Fase de recuperacion

La fase de recuperacion de NTA se caracteriza por poliuria y por una
normalizacion gradual de la tasa de filtracién glomerular, sin embargo, cuando
se produce NTA, como ocurre a menudo, en un contexto de disfuncion
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 y tecnolégicos.

En ausencia de fallo multiorgénico, la mayoria de los pacientes con NTA
recuperan la funcién renal. La fase de recuperaciéon consiste en la restitucion
de la polaridad celular y la integridad de la unién estrecha en las células
dafiadas, la eliminacion de células muertas por apoptosis, eliminacién de
cilindros intratubulares mediante el restablecimiento del flujo de liquido tubular,
y la regeneracion de la pérdida de células epiteliales renales. Después de la
I/R, una marcada sobreregulacion de numerosos genes juega un papel
importante en la proliferacion de las células del tubulo renal, entre los que
destacamos los factores de crecimiento, (EGF, IGF-1, FGF, y HGF). En
animales, la administracion exdgena de varios de estos factores de crecimiento
han demostrado buena eficacia en la recuperacion de la ARF 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 ARF de diversas
etiologias.? Otros estudios en humanos con factores de crecimiento estan en

marcha.*®:
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Las proteinas HSP son un grupo de proteinas muy conservadas que se
expresan de manera constitutiva en las células normales con un incremento
importante en las células dafiadas por el calor, la hipoxia, o toxinas. Al menos
dos familias de HSP, denominadas HSP-70 y HSP-25, se ha demostrado que
se sobreexpresan en las células del tubulo renal después de una lesion por I/R
en animales. HSP-70 puede jugar un papel en la restitucion de la polaridad
celular, y HSP-25 pueda ayudar en la reparacion de los filamentos de actina en
las células dafadas. El papel de las HSPs en NTA humanos esta todavia por

dilucidar.

85



Maria Pilar Moreno Andrés

4.- ENDOTELIO

El endotelio vascular, es un 6érgano estructuralmente simple vy
funcionalmente complejo. Lejos de ser s6lo una barrera mecéanica entre la
sangre y los tejidos, es un 6rgano activamente comprometido en una gran
variedad de procesos fisioldgicos y patolégicos. EI endotelio esta
estratégicamente situado y lo constituye una monocapa de células endoteliales,
que recubre el interior de todos los vasos sanguineos del arbol 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 actlan sobre la pared
vascular, asi como sefiales quimicas transportadas por la sangre y responde a
ellas liberando sustancias vasoactivas, algunas de la cuales tienen funciones
antagonicas como vasodilatadores y vasoconstrictores o hemostaticos y

antihemostaticos. (Tabla IIl).

PRINCIPIOS
ACTIVOS DEL
ENDOTELIO VASCULAR

Antihemostaticos Trombomodulina

Proteina C

Proteina S

Activador tisular de plasminégeno
Prostaciclina(PGly)

Oxido nitrico

Heparansulfatos

Hemostaticos Factor de von Willebrand

Factor V

Factor IlI (tisular)

Inhibidor del activador de plasmin6geno
Tromboxano A,

Vasodilatadores Oxido nitrico

Prostaciclina (PGly,)

EDHF (factor hiperpolarizante derivado del endotelio)
CNP

Endotelina
Angiotensina
Tromboxano A2
Anion superdxido

Vasoconstrictores
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Promotores de Endotelina

crecimiento Angiotensina I

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

bFGF (Fibroblast GF Basic)

Anion superdxido

Inhibidores de Oxido nitric
crecimiento Heparansulfatos
TGF-B (Transforming GF-(3)

Inmunolégicos 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)

Tabla lll

Principios activos del endotélio vascular

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.
Fisiologicamente, las diversas funciones que cumple el endotelio no son mas
que la expresion 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:
regulacion del tono vascular, adhesién y transferencia de leucocitos en la
inflamacion, proteccion local de los tejidos en situaciones de isquemia,
regulacion del crecimiento de las células musculares lisas, asi como productor

y regulador de la matriz extracelular.

Teniendo un origen comun, en cambio, alcanzan diferentes fenotipos
con especializaciones segun el territorio u 6rgano por el que discurren. Su
participacion directa en la proteccion del funcionalismo vascular viene mediada
por su capacidad de segregar metabolitos extremadamente activos y
antagonicos, como el oxido nitrico y la endotelina para la regulacién de la

contraccion de las células musculares lisas, o la de activadores de la
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fibrinolisis como el t-PA o el u-PA y de su inhibidor el PAI-1, que controlan la

fibrinolisis.10 263

El resultado neto de ese balance muestra que el endotelio disminuye el
tono vascular, debido a que relaja el masculo liso de la pared del vaso, y es
inhibidor de la proliferacion de ese tejido, inhibe la adhesion y agregacion
plaquetaria, deprime la activacion del sistema de coagulacion, estimula la
fibrindlisis, disminuye la permeabilidad capilar e inhibe la adhesién y migracién
de neutrdfilos y macréfagos generadores de inflamacion. (FI1G.21)

' <o« Plasma
. @
Plaquetas Leucocitos @

Coagulaciény
fibrindlisis

Adhesiony

n Adhesiény
agregacion

extravasacion

CELULA
ENDOTELIAL

Permeabilidad
vascular

Contractibilidad y proliferacion

Células musculares lisas

Figura 21

Funciones del endotelio vascular

Los dafios 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 rindn dafiado debido a su contacto directo con los agentes
lesivos.'®®  Morfolégicamente en el endotelio, la desorganizacién del
citoesqueleto de actina y los complejos de union son similares a los

previamente descritos en las células epiteliales tubulares.** 24
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4.1.- Disfunciéon endotelial

El término disfuncion 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 hiperpolarizaciéon dependiente de endotelio,
asi como una mayor liberacion de endotelina-1, pueden individualmente o
asociados contribuir a la disfuncion endotelial. Sin embargo, la menor
disponibilidad de NO, constituye el fendbmeno mas temprano y la caracteristica
mas importante de disfuncion endotelial. La alteracién de la funcion endotelial,
qgue se manifiesta por el desorden del control del tono vasomotor, esta

presente, tanto en grandes arterias y venas como en la microvasculatura.

Por lo tanto las células endoteliales, durante la lesién y la inflamacion,
respectivamente interactia con las células sanguineas circulantes, es decir,
media adherencia de las plaquetas y leucocitos a la pared del vaso y sufre la

muerte celular programada.

La ausencia de la respuesta relajante mediada por NO, se manifiesta
también en un aumento de la contraccion del muasculo liso vascular en
respuesta a diversos vasoconstrictores como, endotelina, serotonina y
noradrenalina. Si bien el deterioro de la relajacién vascular dependiente del
endotelio es un marcador de disfuncion, la menor disponibilidad de NO también
genera un endotelio con efectos pro-inflamatorios, pro-trombéticos y pro-

coagulantes.

Esto hace que la disminucion de la vasodilatacion 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.?3t

Los darios estructurales tanto en las células del musculo liso vascular

como en las células endoteliales se produce rapidamente después de un dafio
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isquémico.’® La reorganizacion de la F-actina en las células endoteliales se

produce después de la I/R renal.*®*

Las modificaciones del citoesqueleto, observadas en células endoteliales
in vitro sometidos a la ausencia de ATP’* o la exposicién a los oxidantes (tales
como H,0;) puede ser responsable del aumento de la permeabilidad endotelial

y edema intersticial.

Por otra parte, la microscopia de fluorescencia estudios han demostrado
que el flujo microvascular puede verse afectada en los capilares peritubulares
debido a la ruptura de las células endoteliales o agregacion, causando la

obstruccién intravascular renal después de I/R.9: 186249

Se observé en un modelo de rata, un cambio en las uniones endoteliales
célula-célula caracterizado por una rapida pérdida de las uniones adherentes
(VE caderina) después de I/R. Otro posible mecanismo®*®: implicado en el
aumento de la permeabilidad endotelial podria ser que; debido a la interrupcién
de las uniones adherentes puede aumentar la permeabilidad paracelular y la
salida del lecho vascular a los tejidos circundantes.

Las células endoteliales hinchadas también podrian participar en el
deterioro de la perfusién por compresién de los capilares y la disminucion de la
luz vascular. ademas del edema intersticial.**** De hecho, la hinchazén de las

células endoteliales es una observacion histolégica clasica seguida de la I/R.

La I/R puede inducir despolarizacion de la membrana de las células
endoteliales mediante la inactivacion de los canales de K* sensibles al flujo y
puede inducir hiperpolarizacién o despolarizacién rectificando la inhibicién del
flujo de K hacia el interior o exterior respectivamente.

Ademas, la lesion endotelial regional puede activar las células
endoteliales de otros Grganos, como los pulmones, dando lugar a la lesién
pulmonar aguda, que contribuye ain mas al dafio renal a través de la hipoxia
sistémica. También, la lesion de las células endoteliales puede inducir una
respuesta procoagulativa y contribuir asi a la obstruccién vascular y déficits en

la perfusion renal.
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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 funcion 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 presiones de O, a través del rifidén, las células endoteliales en las
diferentes regiones del rifion es probable que muestren diferentes niveles de

susceptibilidad a la lesién isquémica o hipéxica.®*

La administraccion sistémica o intrarenal de células endoteliales
completamente diferenciadas en riflones de rata postisquémicos demuestran
una proteccion funcional importante. También se ha logrado una mejoria
importante administrando células que expresan Oxido nitrico sintasa endotelial.
Sin embargo el dafo isquémico lleva a la expresion de un factor
antiangiogénico que es la angiostatina que induce apoptosis de las células
endoteliales.'® Estos estudios proponen el uso de agentes proangiogénicos
gue 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

lesion tubular, lesiones microvasculares, e inflamacion.

Por lo tanto, 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 desintegracion endotelial incrementa la permeabilidad
vascular y la infiltracion leucocitaria hacia el parénguima renal. La lesion
endotelial conduce a wuna vasoconstriccion intensa, sedimentacion
microvascular y congestion microvascular mediante los leucocitos. Los

leucocitos activados producen una serie de mediadores inflamatorios y de RLO

91



Maria Pilar Moreno Andrés

gue potencian el dafio celular tubular. Ademas, las células del tibulo van a
llevar a cabo una respuesta mayor, mediante la generacién de citocinas y
quimiocinas que amplifican aun mas la inflamacion (FIG.22) las estrategias que
modulen la respuesta inflamatoria pueden proporcionar efectos beneficiosos

significativos en ARF isquémico.
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Figura 22

Interaccion entre dafio microvascular y dafio tubular.

Las cascadas inflamatorias que se inician por la disfunciébn endotelial
pueden aumentar dramaticamente debido a la generacion de una serie de
potentes mediadores por parte del epitelio tubular renal isquémico.?® 3 216 241.
Estos incluyen citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-18, TGF- B) y
citocinas quimiotécticas (proteina quimiotactica 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 ARF,**"

y los niveles del receptor de
guimiocinas CXCR3 en orina puede predecir ARF después de trasplante de

rifion, ** lo que demuestra la importancia clinica de estos mecanismos.
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Por un lado, el dafio de las células del tubulo promueven la liberacién de
una serie de mediadores inflamatorios como el TNF-q, IL-6, IL-1[3, las citocinas
quimiotacticas (RANTES, MCP-1, e IL-8),® de los cuales hablaremos a

continuacion.

Por otra parte, la produccion de las quimiocinas promueven las
interacciones leucocito-endotelio y la activacion 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 disfuncion (micro)vascular. Estos mecanismos
incluyen la disfuncién endotelial funcional, probablemente esté implicado el NO
como mediador central. La disfuncion endotelial se correlaciona con la lesion
endotelial directa y con el dafio estructural asociado a aumento de la
permeabilidad vascular, la congestion de los tejidos, los trastornos vasomotores
y la activacion hemostatica e inflamatoria (ver Figura interaccién entre dafio
vascular y dafio tubular). En conjunto, estas alteraciones ponen en peligro la
perfusion renal tanto global como local, y disminuye el aporte de oxigeno renal

durante periodos prolongados de tiempo después de la lesion isquémica inicial.
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5. INFLAMACION EN LA LESION POR I/R

5.1.- Generalidades

La inflamacién se puede definir como la reaccién 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 inflamaciébn y la reparacion pueden ser potencialmente

perjudiciales.

La respuesta inflamatoria en el dafio post-trasplante es uno de los
mecanismos mas importantes en el fracaso funcional del 6rgano trasplantado.
Por ello nos proponemos, en el presente trabajo, estudiar la importancia de
dicha respuesta inflamatoria y de su posible regulacion para obtener una mayor

viabilidad celular y una mejor respuesta funcional del 6rgano trasplantado.**®

Ademas de los efectos citotoxicos 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 riidon después de la
I/R,* y quimiocinas derivadas de queratinocitos (KC, un anélogo de ratén de la
IL-8) es un marcador biolégico precoz de la ARF isquémica.’®” La isquemia
también causa la infiltracion de leucocitos en el rifidn. Los macrofagos y las
células T se infiltran mas adelante durante el curso de la enfermedad, y
persisten hasta bien entrada la fase de recuperacion.

En el epitelio tubular renal como ya hemos explicado se produce dafio y
muerte celular durante la isquemia, y varios estudios han sugerido que las

células del epitelio tubular renal juegan un papel proinflamatorio.** 2%

También se ha comprobado en diferentes estudios sobre isquemia pura
e I/R renal, como la activacion de los neutrdfilos junto con las citocinas
liberadas en el tejido isquémico provoca alteraciones sobre el aporte de flujo al

rinidn. Por su parte, el rifidn, sobre todo en la fase de isquemia, puede
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responder generando potentes vasoconstrictores como el tromboxano A, junto
a un descenso de la liberacion de vasodilatadores como prostaglandina E-2 o

prostaglandina I-2 y el 6xido nitrico (NO).* 26 110. 216

Adicionalmente, se produce una serie de respuestas metabdlicas
intracelulares de adaptacion, entre ellas un aumento en la concentracion de
Ca*? intracelular con la generacién de los complejos de pirofosfato de calcio y
la formacién de &cido Urico. Los complejos de fosfato de Ca*?y &cido Urico que
van a provocar (fragmentacion del ADN, ruptura de la membrana celular,
proteinas de choque térmico, etc) se pueden unir a los complejos de proteina
intracelular llamada inflamasoma. El inflamasoma es una estructura de
multiproteinas citosdlicas que permite la activacibon de las caspasas
proinflamatorias, las cuales transforman el precursor pro-IL-18 a la forma
activa, lo que conduce a una poderosa respuesta inflamatoria. Por otra parte,
también los receptores TLR son estimulados a través de sefiales de dafo para
a su vez estimular la secrecion de otras citocinas proinflamatorias/quimiocinas
a través de la activacion del factor NF-kB. EI NF-kB juega un papel central en la
generacion de una respuesta inflamatoria, ya que es activado bajo condiciones
de estrés celular e inflamacion, y resulta en una activacion y formacion de otros
factores pro-inflamatorios como la IL-13, TNF-a, o IFN-y y quimiocinas como la
IL-8, MCP-1, o RANTES potenciando la respuesta inflamatoria, seguida en este
proceso de una infiltracion de linfocitos, macrofagos y granulocitos en el tejido
lesionado. Aqui las moléculas de adhesion como el LFA-1 o la ICAM-1
desemperfian un papel importante. El infiltrado celular junto con la expresion de
citocinas/quimiocinas agrava el edema intersticial del tejido inflamado.

Aparte de la formacion de complejos de fosfato de calcio, el aumento de
la concentracién de Ca™? intracelular también aumenta la activaciéon de
fosfolipasas y proteasas. Este Ultimo grupo incluye calpainas (enzimas
responsables de la proteolisis neutra Ca*?-dependiente) y las caspasas, que

ejecutan la muerte celular programada (apoptosis).

Un efecto importante de la hipoxia sobre el tejido es el desarrollo de la
acidosis metabdlica Ocurre como resultado de la isquemia, cuando la glucdlisis

anaerobica es la Unica forma de generar energia. Sin embargo, esta puede
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inducir una respuesta inflamatoria cuando la perfusion de los tejidos

respectivos se restablece®'*

Sin embargo, no sélo los mediadores inflamatorios
generados localmente como las citocinas/quimiocinas, derivados de la lesion
de I/R, sino también los mediadores inflamatorios sistémicos del donante
afectan al injerto después del trasplante®” la muerte cerebral profunda
contribuye a una respuesta inflamatoria sistémica a través de la liberacién de
citocinas desde el cerebro. Esta "explosion de citocinas" deteriora la funcion del
organo que da lugar a mas episodios de rechazo agudo y la disminucion de la
funcion 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.

Si la inflamacion se resuelve, el tejido se puede recuperar sin secuelas.
Sin embargo, si la respuesta inflamatoria no se resuelve, por ejemplo, debido a
que la lesion tisular se mantiene, la inflamacion puede ser crénica, y, la
estimulacién permanente de la reparacion tisular finalmente puede dar lugar a
la fibrosis del 6rgano con la consecuente pérdida de la funcién y el fracaso del

injerto

La fibrosis o acumulacion de matriz extracelular es el resultado final no
especifico de la lesion por I/R. Sin embargo, la degradacion de la matriz
extracelular desempefia también un papel en la mediacién de la ARF después
de I/R. Por otra parte, los componentes del sistema inmune innato como los
TLR o el sistema del complemento también participan en el desarrollo de la

lesion de I/R.

Por otra parte las células no sélo producen factores nocivos que
promueven la muerte celular y la inflamacién 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 inducible por

162 curiosamente, el sistema de HIF-1 no

hipoxia-1) juega un papel importante
s6lo 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
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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 transcripcién también hay genes protectores como la hemoxygenasa-1, bcl-
2 0 A20 que se inducen para proteger a las células, después de la hipoxia. Una
gran cantidad de trabajos en modelos animales, asi como un analisis
patolégico de biopsias humanas demuestran que la ARF isquémica se
caracteriza por una respuesta inflamatoria fuerte.?®’- Las terapias que se dirigen
a tipos especificos de células inflamatorias o proteinas efectoras, tales como
las proteinas del complemento, quimiocinas, o CAMs puede mejorar la ARF

isquémica en modelos animales.'®”

Es importante entender las sefales que inician la inflamacion en
respuesta a la I/R. Focalizar los factores que inician la inflamacion puede ser
mas eficaz que tener como obijetivo los efectores intermedios ya que a menudo
estos tienen funciones redundantes. Ademas, las células o los factores que
causan dafio tisular en una etapa de la respuesta inflamatoria pueden ser
importantes para la terminacion de la inflamacion y para la reparacion 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 regeneracion tisular. Componentes celulares de la respuesta inflamatoria,
como los neutrdfilos y los macréfagos, también pueden contribuir a la
destruccion del tejido durante la primera etapa de la lesion, pero mas tarde
proporcionar sefiales necesarias para la resolucién de la lesién.* Debido a
esto, la inhibicion de una via en la fase inicial de la lesiébn puede ser
beneficiosa, pero podria ser perjudicial si se realiza mas adelante en la fase de

resolucién de la lesion.

Revisaremos los mediadores de la inflamacion que son liberados por las
células epiteliales tubulares del riidn, 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:
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5.2.1.- Aminas vasoactivas

a) Histamina: La histamina o sustancia H esta siempre presente en las
fases iniciales de la inflamacion. Se encuentra almacenada, de forma inactiva,
en los granulos de las células cebadas, leucocitos, basofilos, eosindfilos y
plaguetas. En menor cantidad se halla en diversos tejidos como piel, mucosa

intestinal y pulmones.***

El papel de la histamina y su directa relacion con las células cebadas y la
degranulacion 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 inflamacion; aunque tiene una accion muy fugaz,

inactivandose a los 15 minutos.

La degranulacion de las células cebadas es un proceso muy complejo,
gue puede ser desencadenado por una gran variedad de causas: agentes
fisicos, inmunocomplejos, factores del complemento, toxinas bacterianas y
fracciones lisosémicas de las células inflamatorias. Su liberacién esta regulada
por el nivel intracelular del 3’-5° adenosinmonofosfato ciclico (AMPc). La
histamina es un mediador importante en la fase inicial de la inflamacion y en las

reacciones de hipersensibilidad mediadas por IgE.

b) Serotonina (5-hidroxitriptamina): Se identifico 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
plaguetas 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

Por la presencia de proteasas, una serie de proteinas presentes en el
plasma, se van a romper creando un conjunto de mediadores que intervienen

en la reaccién inflamatoria.

98



Tesis doctoral. TRASPLANTE RENAL, CONTROL DEL DANO POSTREPERFUSION CON CITOCINA SIMILAR A LA
CARDIOTROFINA (NNT-1/BSF-3)

5.2.2.1.- Sistema de las cininas

Las cininas son pequefios polipéptidos, con una potente accion
vasodilatadora prolongada. La acciébn de estas sustancias consiste en
vasodilatacion arteriolar, contraccion 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 activacion del factor de
Hageman (factor Xll) 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 cinindbgenos y los escinde; dando como producto final la
bradicinina, potente mediador quimico de la inflamacidn, pero de accion 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.
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5.2.2.2.- Sistema del complemento

Se conocen mas de veinte proteinas séricas 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.

Los componentes del sistema del complemento son activados por
diferentes estimulos como, agentes infecciosos (bacterias o virus) o estimulos

no infecciosos entre los que se encuentra el dafio por I/R. *% 1%

Este conjunto de proteinas séricas se sintetiza fundamentalmente en el
higado, también por 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, capaces 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 reaccion 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; durante el desarrollo de la inflamacion se
incrementa la sintesis de estas, bajo la estimulacion de citocinas, como la IL-1
y el INF-y. Las proteinas del complemento pertenecen al grupo de defensas
inmunitarias inespecificas del organismo, aunque actia muy integradamente con

las defensas especificas adquiridas, como Igs, especialmente la IgG y la IgM.

La activacion del sistema del complemento puede iniciarse y
desarrollarse por dos vias diferentes, la clasica o MLB vy la alternativa, estas
proteinas del sistema del complemento cuando se activan se convierten en
enzimas proteoliticas que degradan otras proteinas del complemento,
formando una cascada; los elementos que participan en el proceso inflamatorio
son C3a, Ch5a y C4a, denominadas anafilotoxinas. Ambas vias, terminan en
una via final comun, cuyo objetivo es llegar a formar un complejo proteico con
capacidad para atacar, el 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-
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9, es un agente quimiotactico muy potente, el cual causa lesiones directas
sobre las células endoteliales, y estimula la produccion endotelial de I1L-8, MCP-

1y ROS e inhibe la vasodilatacion dependiente del endotelio.

Ademas de ésta, la activacion del complemento es responsable de otras
acciones bioldgicas claves en el proceso defensivo frente a la invasion,

especialmente bacteriana:

» Opsonizacion: recubrimiento de las “particulas” extrafias por sustancias
(opsoninas), haciéndolas mas susceptibles a la fagocitosis (el C3a es la
opsonina mas importante del sistema del complemento y, en menor
grado, C4b y C5hb).

* Estimulacion de la respuesta inflamatoria: mediante liberacion de
histamina y otras sustancias vasoactivas por mastocitos y basdfilos,
(accion de dichos componentes [C3a, C4a, Cb5a]), escindidos de los
principales y que actian como anafilotoxinas, y de los fenomenos de

guimiotaxis de las células fagociticas (fragmentos C5a y C3a).

Papel del complemento en el dafio por I/R

La I/R es un potente inductor de la activacion del complemento. La
reperfusion tras la isquemia resulta en la activacion local del sistema del
complemento por ambas vias, clasica y alternativa, ademas de llevar a la
produccion de factores quimiotacticos, tales como el C5a y probablemente C3a,
y a la expresion de las CAMs.

La activaciéon del complemento durante el dafio por I/R puede producir
dafio tisular de un modo directo a través del MAC pero, ademas, el MAC altera
la funcion celular normal, modulando la transcipcién de genes involucrados en

la codificacion de mediadores proinflamatorios

Las anafilotoxinas C3a, C4a y Cba, poseen una importante actividad
quimiotactica, reclutan y estimula las células inflamatorias e incrementan la
expresion 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.*®
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La C5a es un factor quimiotactico que estimula directamente la sintesis y
secrecion 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 neutrofilos
sobre el endotelio. El sistema del complemento identifica y elimina eficazmente
los agentes perjudiciales asi como las células dafiadas.La activacion
descontrolada del complemento también puede contribuir al dafio del tejido.

El sistema del complemento se activa en el rifion después de la I/R, y
como resultado se produce una deposicién de C3 a lo largo de la membrana

basal tubular y el aumento en la circulacién de C3a.?*®

Se ha propuesto la inhibicion del sistema del complemento para reducir
el dafio por I/R en modelos experimentales.?®® En un modelo experimental de
dafio por I/R en trasplante la inhibicion del componente C5, reduce dicho

dafio.>®

El tratamiento con un inhibidor para el factor B de ratén, un componente
necesario de la via alternativa, evita la activacion del complemento en el rifidén

después de la I/R y protege al raton de la apoptosis y de la necrosis tubular.?®

El 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

expresion de Crry. %%

Un reciente estudio demuestra que C3a (el primer componente de la via
alternativa) es necesario para la producciéon 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 prevencion de la formacion del C5b-9 o MAC no tienen

un efecto significativo sobre la produccién de MIP-2 y KC.%*"
5.2.2.3.- Sistema de la coagulacion

El grupo de proteinas plasmaticas que forman este sistema, pueden ser

activadas por el factor XllI. El punto final es la transformacion del fibrinbgeno en
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fibrina, con liberacion de fibrinopéptidos que producen aumento de la

permeabilidad vascular y quimiotaxis de los leucocitos.

El sistema fibrinolitico puede participar también en el fendmeno
inflamatorio, a través de su relacion con el sistema de las cininas. La calicreina
transforma el plasminégeno en plasmina; ésta, ademas de disolver el coagulo
de fibrina, actta en el foco inflamatorio al iniciar la formacion de bradicinina por
activar el factor de Hageman, cerrando el ciclo de activaciéon mutua de ambos
sistemas. La plasmina puede también activar el sistema del complemento por
la via alterna. Los productos de la degradacion de la fibrina producen

alteraciones de la permeabilidad.®

5.2.3.- Derivados del &cido araquidénico

Prostaglandinas y leucotrienos. El acido araquidonico es un acido graso
insaturado que procede de la dieta o del metabolismo del &cido linoleico.?® No
se encuentra libre en las células, sino formando parte de los fosfolipidos de la
membrana celular. Para su utilizacion por la célula, debe ser liberado de los
fosfolipidos mediante la activacion de una fosfolipasa. Esta activacion se
desencadena mediante una serie de estimulos fisicos, mecéanicos o quimicos

(C5a). Una vez liberado, puede seguir dos vias metabdlicas.
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5.2.3.1.- Via de la ciclooxigenasa

La via de la ciclooxigenasa da lugar a prostaglandinas, que se
consideran hormonas de accion local, corta y rapida 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 inflamacién; a veces con acciones antagonicas. La
ciclooxigenasa transforma el acido araquiddnico en un endoperoxido: la PGG2,
que es transformada por oxidacibn enzimatica en PGH2. Ambas
prostaglandinas producen agregacion plaquetaria y contraccion del muasculo

liso.
La PGH se transforma en tres sustancias diversas segun su localizacion:

- PGI2 o prostaciclina, presente en la pared vascular y, mas
concretamente, en el endotelio. Es un potente inhibidor de la

agregacion plaquetaria y posee accion vasodilatadora.

- Tromboxano A2, se localiza en las plaquetas. Tiene una accion muy
corta con un efecto antagonico a la anterior: favorece la agregacion

plaquetaria y la vasoconstriccion.

- 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 coldgeno y estan

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

Las prostaciclinas producidas por las células endoteliales, son derivados
del acido araquidonico, y son transformadas a diferentes metabolitos siguiendo
la via de la ciclooxigenasa. La COX sigue los mismos caminos que la NOS. Los
AINES pueden inhibir este enzima blogqueando la sintesis de prostaglandinas.
Se han descrito dos isoenzimas de ciclooxigenasa, COX-1 y COX-2. Tienen un
60% de similitud y presentan diferentes propiedades biolégicas vy
farmacoldgicas. 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, esta presente en las células expuestas a

agentes proinflamatorios, incluyendo citocinas, y es expresada en procesos
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inflamatorios.?®* La inhibicién 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 estomago Yy rifion.

Entre las propiedades biologicas de la prostaciclina, se encuentran,
ademas de las ya citadas, vasodilatacion y antiagregacion plaquetaria.
Mantiene el flujo sanguineo renal (mas importante en la médula que en el
cortex) y la filtracion glomerular, regulan la eliminacion de Na* y agua debido a
su efecto tubular directo, mas evidente en la porcion gruesa del asa
ascendente de Henle. Existe una importante interaccion entre el NO y las PGS
en la regulacién aguda y a largo plazo de la funcién renal: las prostaglandinas
contribuyen a mantener la hemodinamica y la funcion excretora renal cuando

se reduce la produccion de NO.

El balance entre la prostaciclina y el tromboxano es un factor importante
respecto a la modulacion 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 tienen un efecto citoprotector en el dafio por

205.

I/R no sélo en el rifidn, sino también en el higado“™ y en pancreas.

También, la administracion de anélogos de la prostaciclina atenuan el
dafio por I/R mejorando el flujo renal y la filtracion glomerular, facilitando la
recuperacién de las células tubulares dafiadas a nivel renal,*'® mejorando la
microcirculacion hepatica y atenuando la deplecidbn energética y la

lipoperoxidacion.

La sintesis de prostaciclinas podria contribuir a la proteccion renal contra

el dafio renal agudo provocado por endotoxemia.***

La endotelina, el oxido nitrico, la prostaciclina y el tromboxano actian

conjuntamente interaccionando entre si y modulando el dafio por I/R.

La estimulacion de los receptores de las células endoteliales por

serotonina (5HT) o adenosindifosfato (ADP) liberados de las plaquetas,
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trombina y bradiquinina, o sustancias liberadas por situaciones de estrés,
activan la célula que, a partir del acido araquidénico, genera prostaciclina
(PGI2). Esta, relaja el musculo liso vascular e inhibe la agregacion plaquetaria

incrementando los niveles de AMPc.

El NO formado a partir de L-arginina también relaja el musculo liso e
inhibe la adhesion y agregacion plaquetaria pero incrementando los niveles de
GMPc. El aumento simultdneo de AMPc y GMPg¢, por parte de NO y de PGly,
hace que de forma sinérgica, estos inhiban la agregacion plaquetaria. La

hemoglobina inactiva al NO.
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5.2.3.2.- Via de la lipooxigenasa

La via de la lipooxigenasa origina los leucotrienos. El 4cido araquidonico,
bajo la accion de la lipooxigenasa, se transforma en una serie de productos
denominados leucotrienos por haber sido aislados inicialmente en los

leucocitos y por su estructura quimica caracteristica. Estas sustancias pueden
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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 accion similar a la histamina pero mucho mas potente. Actdan sobre
los leucocitos promoviendo su adherencia al endotelio y su extravasacion al
espacio tisular. Ademas, el LTB4 es un potente quimiotactico para neutrdfilos,

eosindfilos y monocitos y favorece la liberacién de enzimas lisosémicas.?**

5.2.4.- Factor activador de las plaguetas (PAF)

Mediador derivado de los fosfolipidos que ejerce una accibn mucho mas
potente que la histamina sobre la permeabilidad vascular y, a concentraciones
bajas, produce vasodilatacién.

Produce agregacion plaquetaria, aumento de la permeabilidad vascular,
contraccion del musculo liso, activacién de neutréfilos y ademas aumento de la
adherencia leucocitaria al endotelio, quimiotaxis, 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 rifidn, aunque 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 activacion en respuesta a la isquemia o a sustancias toxicas. En
modelos de ARF, el PAF parece ser el responsable tanto de las alteraciones
hemodindmicas renales como de otras alteraciones asociadas con el ARF. Se
ha demostrado como el tratamiento con varios antagonistas de PAF protege
significativamente de la ARF isquémica. Los rifilones reperfundidos con
neutrofilos producen mas PAF que los reperfundidos sin neutrofilos, y estos
riniones van a ser reperfundidos con un antagonista del PAF observando un
incremento en la funcion renal dosis dependiente con respecto a los que no se
le administra el antagonista, lo que sugiere que los neutrofilos contribuyen al

dafio renal por I/R através de mecanismos mediados por la liberacion del PAF.
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Como ya hemos comentado el endotelio juega un importante papel en la
reduccion de la GFR, después de la ARF isquémica, mediada en parte por el
PAF. 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 ARF isquémica.

En cuanto a los RLO, en el ARF isquémico el peroxido de hidrégeno
produce contraccion de las células mesangiales y fosforilaciéon de la cadena
ligera de la miosina y ambos efectos son disminuidos con antagonistas del
PAF. El peréxido de hidrégeno también estimula la sintesis de PAF por las
células mesangiales. Po lo que, el posible efecto del incremento en la
produccion de RLO sobre la contraccion celular mesangial, un importante
determinante de la reduccién del coeficiente de ultrafiltracion y reduccién de la
GFR, 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 ARF isquémico.*®®

5.2.5.- Citocinas

Son un grupo de polipéptidos producidos por varios tipos de células,

especialmente por monocitos, macrofagos, linfocitos y células endoteliales.

En el sentido estricto de la palabra, una citocina es una molécula
producida por una célula y que tiene un efecto en otra, de manera general han
sido consideradas como los factores de crecimiento y hormonas del sistema

inmunitario y del hematopoyeético.

En sentido practico bajo el término citocina se engloba un grupo
heterogéneo de factores que, por motivos historicos, 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
accion descrita para cada una de ellas (oncoestatina, TNF), y que no siempre

se corresponde con su accion principal.
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Pese a la complejidad y diversidad existente entre citocinas, se han
podido establecer unas caracteristicas generales, que, aun 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 secrecion suele ser breve. Normalmente se encuentran en concentraciones
muy bajas, aunque en determinados casos puedan incrementarse

notablemente los niveles en respuesta a agresiones.***

Su accién 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 6rganos o tejidos diana). De igual
forma que otros factores peptidicos, las citocinas inician sus acciones mediante
la unién a receptores de membrana especificos, habitualmente con una gran
afinidad, lo que explica que se necesitan cantidades muy pequefias para

producir un efecto biologico.

Es también muy habitual que una misma citocina presente diversas
acciones (pleiotropismo) asi como que 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 sefalizacion intracelular. La redundancia
puede ser explicada, por lo menos en parte, por la existencia de receptores o

vias de sefializacidon compartidas por diferentes citocinas.

En este sentido es importante comentar que la activacion de las vias de
sefalizacion de las citocinas viene determinada por la formacion de un
complejo receptor inducido por el ligando, lo que inducird a su vez la
agrupacion de las porciones citoplasmaticas de dos o méas moléculas
receptoras promoviendo el reclutamiento de los factores de sefalizacion

intracelular.

Por ultimo como consecuencia de toda esta variedad en la sefalizacion,

es muy habitual encontrar casos de antagonismo o sinergismo en las acciones

109



Maria Pilar Moreno Andrés

de diferentes pares de citocinas. Son muy importantes tanto en la iniciacién

como en la prolongacion de la respuesta inflamatoria en el ARF.?%*

Muchas citocinas son liberadas por leucocitos y por células del tubulo
renal en el rifibn dafiado.Las citocinas y quimiocinas proinflamatorias INF-y, IL-
2, IL-10, GM-CSF, TGF-B, CXCL1, IL-6, MIP-2 y MCP-1 son incrementados en
el rifdn isquémico con ARF. En la actualidad se han descrito mas de 20;
detallaremos a continuacion las mas importantes relacionadas con el proceso

inflamatorio en la reperfusién.?*®

5.2.5.1.- Interleucina-1 (IL-1)

Es un polipéptido del que se conocen dos formas moleculares, a y f3,
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
macrofagos, 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 macrofagos, siendo también producida por
ellos, por lo que es uno de los mecanismos de autoactivacion

macrofagica.

- Aumenta la produccion de prostaglandinas y la actividad citotoxica
del macrofago.

- 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 6sea para aumentar la

produccion de la serie blanca.

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

- Induce la proliferacion de los fibroblastos.
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Actuando sobre el hipotdlamo incrementa la produccion de la
prostaglandina PGE,, apareciendo asi fiebre y dolor.

- 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 activacion de la ciclooxigenasa.

- Causa la activacion de la iNOS incrementando asi la produccion de

oxido nitrico.

La activacion de la citocina IL-1p3 e IL-18 se lleva a cabo a través de la
caspasa proinflamatoria, caspasa-1. Los ratones deficientes en IL-1p estan

protegidos del dafio renal agudo por isquemia.

La accion de IL-1 es fisiolégicamente inhibida por el antagonista del
receptor de IL-1 (IL1-RA). En un modelo de isquemia reperfusion renal en rata,
los animales tratados con IL1-RA el dafio era significativamente disminuido, asi
como la infiltracién neutrofilica y el nimero de células apoptéticas comparado

con el grupo control.

5.2.5.2.- Interleucina-18 (IL-18)

La IL-18 era estudiada como un importante mediador en la proteccion
contra el dafio renal agudo por isquemia en ratones deficientes en caspasa-1.
IL-18 es una citocina proinflamatoria producida por los tubulos proximales,
linfocitos,® neutréfilos, y macréfagos® en situaciones de dafio renal agudo
producido por la isquemia. La activacién de IL-18 por caspasa-1 tiene como
resultado la activacion de varias citocinas y quimiocinas, activacion de las T
helper cell, y la proliferacion de linfocitos. Se ha demostrado que los ratones
deficientes en caspasa-1 estan funcionalmente e histolégicamente protegidos
contra el dafio isquémico y esta proteccién esta asociada con una disminucién
en la conversion del precursor de IL-18 a la forma madura en el riién. También
han observado como la administracion de inhibidores de IL-18 protege contra la

ARF por isquemia.®®

En cuanto al ARF isquémico mediado por IL-18 tiene mecanismos

independientes en neutréfilos y macréfagos.’® El dafio renal agudo inducido
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por cisplatino esta asociado con un incremento en las citocinas IL-1f3, IL-1a, IL-
6, e IL-18 e infiltracién de neutrdfilos en el rifidn. Sin embargo, la inhibicion de
IL-18, IL-6, IL-18 y neutrdfilos, no era suficiente para prevenir el ARF inducido
por el cisplatino.®® Los ratones deficientes en caspasa-1 estaban protegidos
tanto del dafio provocado por el cisplatino como por endotoxemia, aunque los

mecanismos estan por determinar.’®

5.2.5.3.- Interleucina-6 (IL-6)

Es una glicoproteina producida por diversos tipos celulares entre los que
se incluyen macroéfagos, fibroblastos, células endoteliales y linfocitos T. Su
produccion en el proceso inflamatorio induce activacion de los monocitos y
disminucién de la produccién de otras citocinas como IL-1 y TNF-a, es una de
las citocinas mas importantes en la regulacion negativa del fenomeno

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 en el ARF
isquémico™®’- como en el dafio pulmonar en ratones con ARF.*** La IL-6 puede
estimular sus células diana mediante la forma soluble del receptor de IL-6 en
un proceso llamado trans-sefializaciéon.®”- Los mecanismos por los cuales se
llevan a cabo los efectos de IL-6 en el ARF isquémico podrian ser por trans-

sefalizacion y por activacion de STAT-3 en células tubulares renales.

5.2.5.4.- Interleucina-10 (IL-10)

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

T, tanto maduras como inmaduras.
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La IL-10 es una potente citocina antiinflamatoria que inhibe la
inflamacion y las vias citotéxicas implicadas en el dafio renal agudo. 1l-10
podria actuar en parte, por la inhibicién en la activacion de genes implicados en

la activacion de leucocitos y moléculas de adhesién.***

5.2.5.5.- Factor de necrosis tumoral (TNF)

Es una citocina segregada fundamentalmente por los monocitos y
macrofagos, 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 8
gue aunque poseen funciones similares (en la inflamacion) las desarrollan con

diferente intensidad.

Dentro del fendmeno inflamatorio destacamos las siguientes

funciones:®t

- Es capaz de activar los macrofagos, y al ser también producida por
ellos se convierte en uno de los mecanismos de autoactivacion

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

produccion de la serie blanca.

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

- Induce la proliferacion de los fibroblastos.

- Actuando sobre el hipotdlamo incrementa la produccion de la

prostaglandina PGE,, apareciendo asi fiebre y dolor.

- Provoca el aumento de la expresion de diferentes CAMs como

veremos mas adelante.

- Aumenta la producciéon de moléculas de Clase Il del MHC y provoca

la activaciéon de la ciclooxigenasa.
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- Causa la activacion de la iNOS incrementando asi la produccion de
oxido nitrico.
- Incrementa la produccion de RLO especialmente del anién

superoxido.®

- Estimulador de la sintesis del PAF.

El TNF-a es una potente citocina proinflamatoria y un importante
mediador del dafio en el tejido inflamado. En el ARF inducido por cisplatino
provoca un aumento en la sintesis del TNF-a, y que la inhibicion de la

liberacién como de la accién de TNF-a, protege al rifién de la nefrotoxicidad.?'®

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

produccién de TNF-a y la apoptosis mediada por TNF-a.*%*

5.2.5.6.- Interferon (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, beta y
gamma (a, B, y). El a y el B forman el previamente llamado INF de tipo 1 y los
producen con preferencia los leucocitos y fibroblastos, respectivamente. EI INF-
Y, es segregado por los macrofagos, linfocitos T y por las células NK, es el
anteriormente denominado de tipo 2 o inmune que tiene una importante

actuacion 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 relacion 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 inflamacion
destacamos el aumento de la producciéon de macréfagos y su activacion y el
incremento de la expresion de diferentes moléculas de adhesion celular como

veremos posteriormente. Sus funciones en el sistema inmunitario son de gran

114



Tesis doctoral. TRASPLANTE RENAL, CONTROL DEL DANO POSTREPERFUSION CON CITOCINA SIMILAR A LA
CARDIOTROFINA (NNT-1/BSF-3)

importancia, regulando la funcién de diferentes células del mismo como los

linfocitos T y B, las células NK y los ya comentados macréfagos.”® **

5.2.6.- Productos lisosdmicos de los leucocitos

La liberacion de las sustancias contenidas en los lisosomas de las
células que forman parte del exudado inflamatorio, neutréfilos y monocitos,
puede contribuir al mantenimiento de la respuesta inflamatoria e inducir la
destruccion tisular que aparece después de la reperfusion. Dentro de este
grupo tenemos a las proteinas catibnicas que aumentan la permeabilidad
vascular y tienen poder quimiotactico para los monocitos; las proteasas neutras
que pueden degradar sustancias extracelulares (colageno, membranas
basales, fibrina, elastina, etc.) y activar directamente el C3 y C5 vy; las
proteasas &cidas que degradan las proteinas en un medio 4cido. 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.

5.2.7.- Quimiocinas

Las quimiocinas son un gran subgrupo de moléculas que actidan como
quimioatrayente en el reclutamiento de leucocitos en la inflamacion y en la

regulacion de la respuesta inmune de los linfocitos T (T helper-1y T helper-2).

Las quimiocinas han sido divididas en cuatro subfamilias CXC, CC, Cy
CX3C de acuerdo con el niumero y separacion en sus secuencias de los

residos de cisteinas conservados.

Las quimiocinas son inducidas por citocinas (TNF-a e IL-1p), activacion
del complemento, especies reactivas del oxigeno, NFkB y vias de sefializacion
relacionadas con receptores tipo Toll (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 CCRL1 regula el trafico de macrofagos y
neutréfilos al rifion en un modelo de dafio por I/R renal en ratén.®® °” Los
ratones wild-type pretratados con el antagonista especifico de CCR1 (BX471) y
los ratones deficientes en el receptor CCR1 tienen menos neutréfilos y

115



Maria Pilar Moreno Andrés

macrofagos 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 quimiocina fractalquina fue la primera quimiocina-CX3C que se
describié. Se expresa como una molécula transmembrana y su expresion en
células endoteliales puede ser inducida marcadamente por citocinas
inflamatorias como TNF-a, IL-1 y el IFN-c o con 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 sobre los linfocitos natural killer (NK),
monocitos, y algunos linfocitos T CD8+. La fractalquina en el proceso de
extravasacion de leucocitos cumple una funcién dual actuando a la vez como

molécula de adhesion y como quimiocina.

La interaccion entre la fractalquina y CX3CR1, puede producir la
adhesion celular sin involucrar a las selectinas, pudiendo también producir el
proceso de transduccion de sefiales para la activacion de las integrinas. Es un
importante quimiotractante para células NK y monocitos pero no para
neutrofilos. Su expresion esta incrementada en pacientes con inflamacién
tubulointersticial renal con una fuerte expresion localizada en sitios vasculares
cerca de la inflamacion macrofagica, y es muy importante para dirigir la

infiltracion celular mononuclear inducida por dafio vascular.

En la ARF 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.?**

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 inflamacién. Se ha demostrado anteriormente que CXCL1 esta
incrementado en rifién en la ARF isquémica.?®> Hay estudios que sugieren que
CXCL1 es un mediador de la ARF isquémica. La administracion de un inhibidor
de CXCL1 en ratén disminuye la infiltraciébn neutrofilica en el rifion y lo protege
del dafio renal isquémico agudo.
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CXCL1 se une a los receptores de quimiocinas CXCR1 y CXCR2. En un
modelo de transplante renal en rata, un inhibidor de CXCR2 previene de la

infiltracion de granulocitos en el rifidn y previene del deterioro de la funcién renal.

El CXCL1 se sintetiza en monocitos/macrofagos, fibroblastos,

queratinocitos, y células endoteliales.

En ARF isquémico CXCL1 fué detectado en macrofagos y células
epiteliales tubulares. Se ha demostrado que la reduccidon de los macréfagos

protege contra la ARF isquémica en raton**

y el mecanismo protector
podria ser debido a la inhibicion de la produccion de CXCL1 por los macréfagos
en la ARF isquémica, ya que se ha demostrado que los macréfagos son la

fuente principal de CXCL1 en el rifién tras la ARF isquémica.®

5.2.8.- Radicales libres del oxigeno (RLO)

Un radical libre es una molécula o a&tomo gque contiene en su ultima capa
uno o mas electrones desapareados (un namero impar de electrones en su
capa externa, lo que los hace extraordinariamente reactivos). El oxigeno
molecular puede aceptar en total cuatro electrones para formar agua, sin
embargo, se puede reducir en pasos univalentes para generar varios tipos de

radicales libres.?*%

- La reduccion univalente produce el anion superoxido O,. Poco
reactivo, su toxicidad suele atribuirse a su funcién como precursor

de especies mas reactivas del oxigeno.

- El peroxido de hidrégeno, H,O,, producido como resultado de la

reduccion bivalente o dismutacion del O5'".

- El radical hidroxilo, OH’, que se forma por interaccion del O, y el
H,O,, estado de reduccion de tres electrones. Es altamente

reactivo y un agente oxidante muy potente.

- El radical peroxilo (ROQO), formado a partir de hidroperoxidos
organicos como los lipidos, el denominado hidroperéxido orgéanico
(ROOH) y el Oxigeno singlete, forma excitada del oxigeno

molecular sin electrones libres en su capa externa.
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Bajo condiciones basales, el metabolismo aerobio en los sistemas
bioldgicos produce pequefias cantidades de radicales libres que son destruidos
por antioxidantes enddgenos, pero si estos prooxidantes estan en exceso,
ocurre el estrés oxidativo. El resultado de la accion de los RLO es perjudicial
para una serie completa de biomoléculas que se encuentran en los tejidos,
entre ellas acidos nucleicos, lipidos de membrana, enzimas y receptores. Los
acidos grasos poliinsaturados que se encuentran en la membrana son muy
accesibles al ataque del OH- en un proceso que da por resultado peroxidacion
de los lipidos. Esta puede alterar la fluidez de la membrana celular y provocar
la lisis.

Los RLO son producidos fundamentalmente por varios complejos

enzimaticos:

- Xantinaoxidasa: Es una enzima que tiene capacidad de generar RLO

durante la oxidacion de hipoxantina a xantina.
- NADPHoxidasa: Reduce al oxigeno molecular hasta el anién superéxido.

- Mieloperoxidasa: Cataliza la formacion de &cido hipocloroso, HOCI, a

partir del peroxido de hidrégeno y de iones cloruro.

En el transcurso de la isquemia, durante la hipooxigenacién celular, se
produce un aumento de hipoxantina que, por la acion de las xantinaoxidasa,
forma aniones superdxido. También en la fase isquémica, se acumula acido
araquidonico que propicia la sintesis de endoperoxidos y la liberacion de
radicales libres. Los RLO producidos, entre otros, por neutrofilos y macrofagos,
pueden ser liberados tras la exposicion a los agentes quimiotacticos,

inmunocomplejos o ante la fagocitosis, etc. y estan implicados en:

- Inactivacién 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 inactivacion puede ser debida a la
oxidacion de los residuos metionil en la molécula antiproteasa a

sulféxido, con pérdida de la actividad bioldgica.

- Lesion de las células endoteliales con aumento de la permeabilidad

vascular.
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- Lesion de otros tipos celulares (hematies, células tumorales, células

parenquimatosas).

El organismo posee diferentes mecanismos, tanto de naturaleza
enzimatica como no enzimatica, que lo protegen de la accién de los radicales
libres. Los antioxidantes primarios, que previenen la formacion de nuevos
radicales libres son la Superoxido dismutasa (SOD mitocondrial y citosdlica),
Glutation peroxidasa, la catalasa (lisosomial) y las proteinas ligadoras de
metales (ferritina y ceruloplasmina).?®® Los antioxidantes secundarios que son
captadores no enzimaticos de radicales libres somo la vitamina E, vitamina C,
betacaroteno, acido urico, la bilirrubina y la albumina y los antioxidantes
terciarios que reparan las moléculas dafiadas por los radicales libres (las

enzimas reparadoras de ADN y la metionina sulféxido reductasa)®*®

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 agresion.
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Figura 26

Formacion de O, y H,O, desde el O, en células vasculares.
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La NADPH oxidasa, la xantino oxidasa, el desacoplamiento de la cadena
respiratoria y la activacion de la cascada del &cido araquidonico son las
principales fuentes de los RLO, COX-2, INOS, eNOS, etc.

En el tejido reperfundido, solo las dos primeras parecen estar
particularmente implicadas. El anion superéxido formado por la NADPH
oxidasa o la xantino oxidasa es rapidamente transformada a H,O, por la
superésidodimutasa, la cual en presencia del hierro (Fe?*) o del cobre (Cu*) se

transforma en un radical hidroxilo.

Los neutrdéfilos, tienen en su membrana sarcoplasmica un sistema

NADPHoxidasa que producen aniones superoxido en el ambiente externo.

La secrecion simultanea de mieloperoxidasa por exocitosis desde los
granulos azurdfilos catalizan la formacion del acido hipocloroso en presencia de

haluros.

El anién superoxido reacciona con el O6xido nitrico para formar

peroxinitritos.

El PAF, TNF-a, IL-6, IL-1B, factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF), la fracciéon Cb5a del complemento y las RLO estimulan la

produccién endotelial de las RLO.%*

Las RLO activan NFkB y a los neutrofilos, estimulando la produccion de
citocinas (TNF-q, IL-6, PAF y otras), la expresion de moléculas de adhesion y la

adhesion a la superficie del endotelio.

La reperfusion de un Organo isquémico genera un estrés oxidativo. La
NADPH, oxidasa de los neutréfilos, xantino oxidasa y la disfuncién de la
fosforilacidn oxidativa mitocondrial son los principales productores de RLO
durante la reperfusion. La accion directa contra los RLO seria un blanco
terapeutico en la disminucion del dafio por reperfusion. La administracion de
antioxidantes enddgenos esta siendo ampliamente estudiado en la prevencion

210, 227 |3 administracion durante la

del dafio por I/R. En estudios in vivo
reperfusion de enzimas como, la superoxido 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 allopurinol,
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disminuye el impacto de los RLO. Sin embargo, estudios en humanos muestran

resultados mas mitigados, lo cual limita su uso terapeutico.?**

5.2.9.- Oxido nitrico (NO)

El NO es un gas incoloro poco soluble en agua. Su molécula contiene un
electron no pareado en su capa exterior, debido a ello, es un radical con
elevada reactividad y tendencia a la union con hemoproteinas reducidas. Es
inestable, con una vida media de 3 a 6 segundos, y se oxida, en presencia de
oxigeno y agua, a nitrito y nitrato. EI NO se produce a partir de L-arginina y
NADH como donador de electrones. El enzima implicado en su sintesis es la
NO-sintasa (L-arginina-NADPH-oxidoreductasa-NO-sintasa), quien convierte el
grupo guanidina terminal de la L-arginina en NO con un compuesto
intermediario de w-hidroxil-L-arginina. Requiere oxigeno y 4 cofactores (grupo
hemo, FAD, FMN vy tretrahidrobiopterina), asi como la presencia de calcio-

calmodulina en las enzimas denominadas constitutivas (FIG.27)

MACROFAGO

Figura 27

Ruta de sintesis del NO en el macréfago

El NO se produce a partir del aminoécido, L-arginina por las 6xido nitrico
sintasas (NOS) y esta involucrado en diversos procesos patofisiolégicos y

fisiologicos.

La enzima implicada en su sintesis es la NO-sintasa, quien convierte el

grupo guanidina terminal de la L-arginina en NO. Requiere oxigeno y 4
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cofactores, asi como la presencia de calcio-calmodulina en las enzimas

denominadas constitutivas

Se conocen tres isoformas del enzima productor del NO que se
clasifican segun la localizacion celular donde fueron descubiertas (esta
clasificacion se mantiene aunque se sabe que no es real puesto que las células
endoteliales pueden expresar ambos tipos y la eNOS o NOS | también se
expresa en ceélulas no endoteliales) con un 60% de similitud entre sus
moléculas, dos de ellas expresadas constitutivamente (cCNOS o NOS Ill) y otra

inducible por estimulos inmunoldgicos (iINOS o NOS 1I).

cNOS:

- eNOS: La isoenzima endotelial fue la identificada en primer

lugar y es la reponsable de los efectos a nivel vascular.

- nNOS: La isoenzima neuronal, inicialmente aislada en las
células del sistema nervioso central y periférico, se ha encontrado
también en células B-pancreaticas, células musculares estriadas,

células epiteliales del pulmon, etc.
INOS:

- La isoenzima inducible desempefia un importante papel en
las reacciones inmunolégicas y de defensa, es independiente del
calcio y fue identificada como inducible en los macréfagos, no
estando expresada inicialmente de forma constitutiva, pero tras la
exposicidon a productos bacterianos y citocinas, puede encontrarse
en un amplio nimero de células, no s6lo en macrofagos, sino
también en células hepaticas, células musculares lisas y células

endoteliales de los vasos.

Las formas eNOS se encargan de la produccion en condiciones
fisiolégicas. Su liberacion, a niveles bajos, es pulsatil en funcién del estrés
sobre el 6rgano y de la accion de otros agentes vasoactivos, como las

prostaglandinas I, y E» y el tromboxano A;.

La enzima iNOS difiere de las otras dos porque produce un flujo continuo

y de gran cantidad de NO, unas mil veces mas que la cNOS, desde el
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momento en que es inducida; algunos autores apuntan la posibilidad de que,
en situaciones de activacion, esta enzima podria sufrir un efecto de control en
la produccién del NO por retroalimentacion negativa, ejercido por el propio NO
producido. Los diferentes estudios realizados hallaron que, entre otros, los
principales estimulos para la activacion de la iINOS son los productos derivados
de las bacterias (LPS, restos de la pared, etc.), INF-y, IL-18, el TNF-a, los RLO,

el NF-kB, y el factor inhibidor de la migracion de los macréfagos (MIF) .

El NF-kB parece ser un blanco central tanto por activadores como
inhibidores de la expresion de la iNOS.

La inhibicion de la expresion de la iINOS se lleva a cabo por numerosos
agentes, como glucocorticoides, TGF-B1 y antioxidantes y esta inhibicion se ha
demostrado que es debida a la inhibicion de la activacion de NF-kB. Esta
inhibicién puede llevarse a cabo a través de la captura directa de NF-kB por las
interacciones proteina-proteina, bloqueando la translocacion nuclear de NF-kB,
por la inhibicién de la actividad de transactivacion de NF-kB*** o por el

incremento en la expresion de I-kB, el inhibidor especifico de NF-kB.

Otra serie de citocinas parecen inhibir su produccion (IL-4 e IL-10),
causando el mismo efecto inhibidor el factor de crecimiento de los macréfagos
y el TGF-B. (Fig. 28)

- TNF-a

IL-4 INF-y RLO

IL-10 MIF NF-xB
TGF-B

LPS

* NO

Figura 28

Sintesis de NO en los macréfagos
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La enzima cNOS se eleva tras la cirugia como mecanismo de respuesta
a la agresion o estrés quirargico. La enzima iNOS se incrementa en los rifiones
que han sufrido isquemia y son viables. En riflones no viables, no se expresa

ninguna actividad enzimatica (cNOS, iNOS).

Efectos del NO

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 estan
mediadas por si mismo, y los efectos indirectos del NO que estan mediados por
las especies reactivas de nitrdgeno producidos por la interaccién del NO con

anion superoxido o con oxigeno.

Los mecanismos moleculares que median las actividades biologicas 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 formaciéon de S-
nitrosotioles en una reaccién 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 anion
superéxido (O2) y como resultado la formacién de peroxinitritos (ONOQO).Los
peroxinitritos son oxidantes muy potentes capaces de modificar las proteinas,

lipidos y acidos nucleicos.

El primer mecanismo representa los efectos directos de NO y los dos
altimos mecanismos se conocen como efectos indirectos del NO. A bajas
concentraciones de NO (< 1uM), los efectos directos predominan, mientras que
a mayor concentraciones (> 1uM), los efectos indirectos van a ser mas

importantes.
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Muchas investigaciones sobre el papel del NO en el fenédmeno
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, aun no estan completamente dilucidados y

conducen a la controversia.

Entre los efectos beneficiosos, parecen demostrados los siguientes:

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

citosélico libre y produce vasorrelajacion.*®>

* Inhibe la adhesién y agregacion plaquetaria mediante el incremento de

los niveles intracelulares de GMPc, evitando asi la trombosis del vaso.

L L, . 2+
* Hace disminuir la concentracion de calcio intracelular [Ca ];, acumulado

durante el proceso inflamatorio.

* Bloquea la adherencia y posible migracion de los monocitos, hecho

demostrado “in vitro”.

* Inhibe la activacion neutrofilica que conduce a la adhesion celular al
endotelio, asi como la generacion de RLO; ademas bloquea la liberacion
de productos con acciones vasoconstrictoras, citotoxicas y
multiplicadoras de la reaccion inflamatoria (leucotrienos, citocinas,
prostaglandinas, etc.) y parece ejercer un efecto citoprotector directo

sobre las células endoteliales.*®

En relacién con estos aspectos, cabe destacar que:

- Algunos autores le otorgan ademas un efecto directo sobre la
adhesion celular. Al bloquear la produccion de NO, se producira un
incremento en la expresion de ICAM-1 en las células endoteliales v,
cuando se induce la produccion de NO, disminuye la expresion de ICAM-
1.
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- Se ha demostrado como el NO inhibe directamente la NADPH-
oxidasa, inhibiendo entonces la produccion de radicales libres del

oxigeno por parte de los neutréfilos.?**

- Al reaccionar con el anion superéxido, genera peroxinitritos que son
transformados en nitratos con la liberacion del radical hidroxilo. Esta

actuacion inactiva los efectos directos del anién superéxido.*®

- Modula las hemoproteinas que pueden actuar como receptores de

los radicales libres del oxigeno.

- Actlla como un mensajero intracelular sin requerir transportador de

membrana.

- Es un protector de la mucosa intestinal, favoreciendo la funcion de

barrera.

Guanilato-ciclasa. Elevacion del GMPc.

Plaguetas. Inhibicién de la agregacion y adhesion.

Células musculares | Relajacion.

lisas.

Leucocitos. Inhibicion de la NADPH-oxidasa vy
activacion de la prostaglandin-sintetasa.

Radicales libres. “Barrendero” formando peroxinitritos.

Metaloproteinas. A altas concentraciones, inhibicidn
directa de la citrocromo-C-oxidasa Yy
otros enzimas que las contienen.

Lipidos. Formacién de peréxidos lipidicos, a
través de su descomposicion, para
formar productos lipidicos vaso-activos.

Tabla IV

Algunas de las acciones biomoleculares del 6xido nitrico

La modulacién de la produccibn enddégena de NO, mediante la
administracion 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
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observado una disminucion de la actividad de la enzima neutrofilica
mieloperoxidasa (marcador mas sensible de la infiltracion neutrofilica), un
mantenimiento de los requerimientos locales de oxigeno (sin ejercer accion
alguna sobre la situacion hemodinamica sistémica o local en el transcurso del
proceso inflamatorio, aunque este hecho contradice los hallazgos de algunos
autores que en modelos de IR intestinal, el NO genera una reduccion de las
resistencias vasculares periféricas produciendo una marcada hipotension que
incrementa el dafo) y también se ha comprobado una disminucién de la

produccion de radicales libres del oxigeno y de citocinas proinflamatorias.

En publicaciones mas recientes se ha considerado que esos efectos
contrarios podrian deberse a un exceso de produccion de NO, a su vez
secundaria a la estimulacion de la produccion de la INOS en las células

endoteliales y en los macrofagos.

La expresidon 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 iINOS que contribuyen a la disfuncion
y al dafio provocando vasoconstriccion en la circulacién renal. Ademas de
reducirse la actividad de eNOS se incrementa la produccion de endotelina-1

provocando vasoconstriccion.

Recientes estudios demuestran la capacidad del NO de reducir la
produccion excesiva de endotelina-1 durante la I/R renal ejerciendo sus efectos

protectores.™®"

En modelos de I/R renal, se ha comprobado como el NO juega un papel
muy importante en la regulacion del flujo renal, asi como en la excrecion de Na*
y H,O, tanto en condiciones fisiolégicas como durante el fallo renal agudo

secundario a I/R.
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Figura 29

Posible mecanismo de accién del NO en la inflamacién
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Figura 30

Infiltracién de monocitos.
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Hay evidencias halladas en modelos experimentales de trasplante renal
cuyos resultados muestran que el NO tiene un papel clave en el trasplante

renal y en fenomeno de rechazo agudo. [Lu Y.P. y cols., 1999]

El NO puede jugar un importante papel en la proteccion del 6rgano
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 accién citotéxica.*>"
(FIG.30)

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, segun los
resultados inicialmente obtenidos en estudios realizados sobre cultivos
celulares y tejidos. Unos autores aseguran que los peroxinitritos son los
mediadores de la toxicidad por NO; de igual manera que otros autores los
describen en modelos de inflamacion en rifidn de rata, asegurando su caracter

perjudicial.

El caracter lesivo del NO, parece estar en relacion con la formacién de
los peroxinitros que, al reaccionar con el anidon superdxido, condicionan la
lipoperoxidacion de las membranas celulares; demostrado por distintos

autores.?%®

El conocimiento a escala molecular de las fuentes de produccion de NO
y sus papeles en el transcurso de la inflamacion durante el fendmeno de I/R
han ido poniendo de manifiesto un comportamiento distinto en funcién de la
enzima productora, su cantidad y el momento de su liberacion o administracion;
asi por ejemplo, sobre un modelo de I/R en rifibn de rata, se describe su
produccion mantenida a bajos niveles por la cNOS, y se correlaciona con una
importante mejora de la funcién renal.?® ?®® La gran expansién de la produccién
de NO por la iINOS, estimulada durante el proceso inflamatorio, parece ser
altamente lesivo.*® Por el contrario, la tasa fisiolégica de produccién a bajas
dosis por parte de la cNOS parece tomar parte en una actuacion
predominantemente protectora y moduladora de la respuesta inflamatoria; esa
produccion basal es la que justifica su efecto protector, descrito en trabajos

sobre I/R renal en ratas.*® 3> Por otra parte, el desequilibrio entre la expresién
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y la actividad de eNOS e iINOS es muy importante en la patofisiologia del ARF
lo cual conlleva a una disminucién en la actividad de la eNOS y a un

incremento importante en la expresién de iNOS."® "

Esta claro que el NO puede comportarse como protector y como téxico

dependiendo de las circustancias que se analicen.*®*

Algunos investigadores han demostrado que las bajas concentraciones
(uM) de NO generadas directamente por donadores de NO (Molsidomina,
trinitrato glicerol, nitroprusiato sodico y otros) o de la L-arginina, pueden

proteger el rifién contra el dafio por I/R.%% 1%

En el ARF tanto las células renales endoteliales como las células
epiteliales tubulares proximales producen citocinas y quimiocinas y como
resultado la infiltracion de células inflamatorias (neutrofilos, linfocitos,
macrofagos, células NK, células Treg) hacia el intersticio del rifién. Las células
inflamatorias en el rifién producen citocinas pro y antiinflamatorias que podrian

incrementar o disminuir la inflamacién en el rifion.

Los mecanismos por los cuales la adherencia y la infiltracion leucocitaria
causan dafo endotelial y epitelial tubular por isquemia no esta claro todavia,
pero parece involucrar a la liberacién de los RLO,*" la liberacién de potentes
vasoconstrictors incluyendo las prostaglandinas, los leucotrienos y los
tromboxanos, asi como el dafio endotelial directo via la liberacion de la

endotelina y un decremento en el NO.**>

5.3.- Factores transcripcionales

5.3.1.- El factor de transcripcion inducible por hi poxia

Por otra parte, las células no soélo producen factores nocivos para
promover la muerte celular y la inflamacion durante la hipoxia, sino que también
forman factores de proteccion para poder sobrevivir a los episodios de hipoxia.
Aqui el factor de transcripcién, HIF-1, juega un papel importante.*®*

Curiosamente, el sistema de HIF-1 no solo puede activarse en

condiciones de hipoxia, sino también en condiciones inflamatorias.
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El HIF es el regulador principal de la respuesta celular a la hipoxia, es
una proteina ubicua y heterodimérica compuesto por dos subunidades: HIF-1a
y HIF-1b. En una situacion de normoxia, la HIF-1a se degrada por hidroxilacion
y es destruida, mientras que cuando se encuentra en una situacion de falta de
oxigeno como es el caso de la hipoxia, la HIF-1a no se degrada, sino que
uniéndose a la HIF-1b da lugar a la HIF y es cuando realmente da lugar a la
activacion y estimulacion de diferentes genes y en este momento son mas de
24 los genes regulados por el HIF-1; sin embargo parece que pueden ser

muhos mas.?®> 2%+

El desarrollo de determinados genes en tejidos de ratones knockout ha

permitido la investigacion del papel de HIF-1 en inflamacién por hipoxia in vivo.

Dependiendo del tipo celular en el que se produzca la inflamacioén, 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 angiogenesis, eritropoyesis, control vasomotor de los vasos y
altera el metabolismo celular, asi como los programas de supervivencia con el

fin de proteger las células contra los efectos de la hipoxia .

A pesar de que HIF-1 es fundamental para la respuesta a la hypoxia por

parte de la célula, no es el Unico, el principal, es el factor nuclear kB.

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

El NF-kB, es una familia de factores de transcripcion con
importantes funciones en diversos procesos fisioldgicos y patologicos, y en la
respuesta celular a la hipoxia, estrés e isquemia. Ademas el papel de NF-kB en
la inflamacion es comprobado con estudios genéticos e inhibidores quimicos, y
ha sido punto focal de atencion en el intento de comprender cédmo las sefales

extracelulares inducen la expresion especifica de grupos de genes.**

El NF-kB forma parte de la familia Rel de factores transcripcionales,
constituida por cinco proteinas que contienen dominios homodlogos y que

forman entre ellas homo o heterodimeros.*® Estas proteinas son: p50 (NF-kB1
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y su precursor p105), p52 (NF-kB2 y su precursor p100), p65 (también llamado
RelA), c-Rel y RelB; las cuales estan caracterizados por la presencia de un
dominio homodlogo N-terminal, denominado Rel (RHD), responsable tanto de la
homo como heterodimerizacion, asi como de la union a la secuencia especifica
del DNA. RelA, c-Rel, y RelB también contienen un dominio C-terminal de
activacion de la transcripcion (TAD), sin embargo las subunidades p52 y p50 no
tienen el dominio TAD y la transcripcién la llevan a cabo por la uniéon con otros

factores que regulan la transcripcién.**

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 y su actividad transcripcional ocurre
gracias a la proteina p65. Aunque los homodimeros p50 y p52 no poseen
actividad transcripcional, pueden estimular la transcripcion cuando se unen a la

proteina nuclear BCL-3.%°

Los precursores pl105 y p100, procesados por el proteosoma, dan lugar
a las formas activas p50 y p52 respectivamente

5.3.2.1.- Proteinas | kBs

En células que no han sido activadas, el NF-kB se encuentra en el
citoplasma en forma inactiva debido a la asociacion con las proteinas

inhibitorias (IkBs), en el citosol.%*

Las proteinas IkBs son caracterizadas por secuencias repetidas de
ankiryna que son esenciales para su interaccion con los dimeros de NF-kB, y

comprenden tres grupos funcionales:

« Las proteinas IkB tipicas IkBa, IKBB e IkBg,**® las cuales se encuentran
en el citoplasma de células no estimuladas y bajo un estimulo se

produce la degradacion y resintesis.

e Las proteinas precursoras pl00 y pl05 las cuales pueden ser
procesadas para formar los miembros de la familia NF-kB, p52 y p50,

respectivamente, o pueden ser degradadas.
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* Y las proteinas atipicas IkB(, BCL-3 y IKBNS, las cuales generalmente
no se expresan en células no activadas, pero una vez activadas llevan a

cabo sus efectos en el nucleo.

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 IkBa y es el miembro de la
familia IkB mejor estudiado, por otra parte, IxkBg, regula
preferencialmente RelA:RelA, asi como los dimeros c-Rel:RelA y el
papel de 1xB que es el menos conocido, aunque se ha demostrado que
se une al heterodimero RelA:p50 asociado con sitios kKB sobre el DNA
sugiriendo que podria regular su funcion nuclear. Las tres IkBs tienen
distintas cinéticas en cuanto a la degradacion por el proteosoma una vez
estimuladas. 1kBa, es degradada mas rapidamente que IKB e IkBg, en
respuesta a estimulos inflamatorios como LPS y TNF-a y es
resintetizada de manera NF-kB dependiente para constituir un circuito de
retroalimentacion negativa en el cual se sintetiza nuevamente IkBa entra
en el nucleo para unirse al heterodimero RelA:p50 y vuelve al citoplasma
de manera rapida y continua. Por lo tanto, la ausencia de IkBa deteriora
la terminacion de la actividad de NF-kB seguida de la estimulacién con
LPSy TNF-a.”%

En cuanto a IKBB e IkBe tanto la resintesis como la degradacion se

produce con una cinética menor.

Las proteinas atipicas IkB{, BCL-3 y IkBNS su regulacion y sus
funciones son muy diferentes.?®

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
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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 degradacion por el proteosoma

permitiendo asf la liberacién de NF-kB que se transloca a ntcleo.>’*

Aungue otras cinasas estan involucradas en la fosforilacién de las IkBs,
las IKKs se caracterizan por la rapidez de su activacion, la accion simultanea
sobre ambos residuos de las Serinas (Ser) en las IkBs y una preferencia por

las Ser en relacion a las treoninas (Thr).

En la literatura esta bien establecido que el NF-kB es activado por una
amplia variedad de estimulos, que incluyen agentes biolégicos como
lipopolisacéaridos, citocinas inflamatorias, ésteres de forbol y estimulos
citotoxicos con agentes de quimioterapia, luz ultravioleta y radiacién ionizante

entre otros.?'®

Dado que existen tantos activadores de NF-kB, es de esperarse que
este factor de transcripcion controle diversos genes y se encuentre involucrado
en varios procesos biolégicos y enfermedades, incluyendo desarrollo
embrioldgico, respuesta inmune, respuestas inflamatorias, proliferacioén, cancer,

arteriosclerosis entre otras.
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Estimulo inflamatorio CITOPLASMA
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Figura 31

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

indica activacion.

5.3.2.3.- Vias de sefalizacion
* Via clasica o candnica

La via de sefalizacion més 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 IkB 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 IkBa en la Ser32
y en la Ser36, llevando a su poliubiquitinazion y su posterior degradacion por el
proteosoma 26Spermitiendo asi, la liberacion de NF-kB (representada

principalmente por los heterodimeros p65/p50) que se transloca al nucleo,
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donde actia como un factor de transcripcion 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 adhesion, receptores de citocinas, moléculas de
histocompatibilidad y otras, incluyendo el de IkBa como hemos dicho
anteriormente, el cual facilita la terminacion de la respuesta transcripcional por

la union 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 macréfago 1 alfa (MIP-1a) y de la proteina quimiotactica (MCPs), de las
moléculas de adhesion 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®*® NF-kB también es activado por la luz

ultravioleta, por el estrés oxidativodafio endotelial y por otros mecanismos.

La ciclooxigenasa 2, IL-6, y proteina inflamatoria del macrofago 2 (MIP-
2), son algunos de los genes diana identificados por NF-kB inducido por la
hipoxia, y estos factores subrayan la importancia de la sefializacion

inflamatoria.

* Via alternativa o no canodnica

Junto a esta activacion clasica de NF-kB, hay una via de activacion de
NF-kB independiente de IKK-y (NEMO) importante para el desarrollo de los
organos 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

pl00 que estd unida a RelB. La fosforilacion de pl00 es seguida de su

136



Tesis doctoral. TRASPLANTE RENAL, CONTROL DEL DANO POSTREPERFUSION CON CITOCINA SIMILAR A LA
CARDIOTROFINA (NNT-1/BSF-3)

procesamiento en el proteosoma a p52 y por la translocacion del complejo
RelB/ p52 al nicleo.®*

5.3.2.4.- NF-«B e hipoxia

Mientras que varios grupos han identificado previamente, como la
hipoxia juega un papel en la sefalizacion de NF-kB, el mecanismo por el cual
una disminucién del oxigeno disponible, pueda inducir la activacion de un factor
de transcripcién, que es predominantemente activado por las vias de
sefalizacion tradicionales de receptor-ligando, no esta clara. Si bien, la
sefalizacion clasica NF-kB es sensible a una amplia gama de ligandos y
emplea a un gran niamero de moléculas de sefalizacion, estas vias de
transduccion de sefiales convergen en el complejo IKK. Como ya hemos visto
anteriormente la activacion de NF-kB es controlada por las cinasas IKK,
principalmente IKKB, mediante la fosforilacion de los inhibidores IkB en

respuesta a la infeccion y la inflamacion.

Trabajos sobre IKKB y la respuesta inflamatoria apoyan la teoria de que
la hipoxia tiene el potencial de modular la respuesta de NF-kB a estimulos
inflamatorios a través de la sobreregulacion catalitica de IKK. [Rius J. y cols.,
2008] Recientemente, han demostrado un mecanismo por el cual la hipoxia
activa NF-kB a través de la activacion de IKKB, lo que depende de la
fosforilacion y degradacion de la IkBa y la activacion de NF-kB. La expresion 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-la 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-1la son directamente

modulados por NF-kB.%*

5.3.2.5.- NF-xB y la resolucion de la inflamacion

Como ya hemos dicho la hipoxia activa el sistema de NF-kB en el riiidn

de rata y provoca la produccién de factores inflamatorios.3! 24
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Se ha demostrado en un estudio in vivo**® que la activacién de NF-kB se
produjo durante la isquemia y alcanzé su punto maximo después de 15 minutos
de la reperfusion, lo que lleva a la liberacion de los mediadores de la

inflamacion.

Se ha demostrado que la activacion de NF-kB puede fomentar el
desarrollo del infarto de miocardio después del dafio por I/R.**® 18- Aunque el
NF-kB actua principalmente como iniciador de la inflamacion, hay estudios que
sugieren que también puede actuar en la modulacién de esta.*** La inhibicién
de NF-kB después del inicio de la agresion inflamatoria, y durante la fase de
resolucién, podria en ciertas condiciones prolongar la inflamacibn mas que

inhibirla, retrasando en este caso la reparacion del tejido.**®

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

principal mediador del tejido dafiado, en un modelo de I/R.3"

Trabajos posteriores han demostrado que la ablacion de la actividad de
IKK, a través de la anulacion de los genes que codifican para IKKy o de los
genes que codifican IKKa e IKKB, es crucial para el mantenimiento del epitelio

del colon.

Otros estudios demuestran que la activacion de NF-kB a través de los
receptores Toll-like en respuesta a microorganismos intestinales o acido
hialurénico es necesario para el mantenimiento del epitelio intestinal y

pulmonar.

Se ha demostrado que la activacion de NF-kB en los leucocitos
reclutados durante el inicio de la inflamacion se asocia con la expresion de
genes pro-inflamatorios, mientras que la activacion durante la resolucion de la
inflamacion se asocia con la expresion de genes anti-inflamatorios y la
induccion de apoptosis. La inhibicion de NF-kB en la resolucion de la
inflamacion prolonga la respuesta inflamatoria y previene la apoptosis. Esto
sugiere que NF-kB tiene un papel anti-inflamatorio in vivo participando en la

regulacion de la resolucion inflamatoria.
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5.3.2.6.- Inhibicién de NF- «B

Ademas de su amplio papel en la regulacion en la respuesta inmune y el
metabolismo celular, un amplio numero de estudios demuestra, que la
sefalizacion anormal de NF-kB es critica para el desarrollo de varias
enfermedades, especialmente enfermedades inflamatorias y tumores. Por ello,
se ha hecho un gran esfuerzo para identificar una gran variedad de moléculas

tanto naturales como sintéticas para inhibir su activacion o funcion.

En los dltimos afos ha crecido el campo de la exploracion de farmacos
antiiflamatorios cuyo blanco de accién es algun componente de la via
IKB/NFkB."®

Debido a su implicacion en numerosos procesos, se discute en un
reciente estudio sobre el desarrollo investigaciones sobre la inhibicion selectiva
de los distintos componentes en la via de activacion IKB/NFkB. Por ejemplo, la
preservacion de la actividad de IKKa podria ser importante en la finalizacion de
la respuesta proinflamatoria. Los atipicos miembros de la familia IkB podrian
facilitar la induccion de respuestas antimicrobianas mientras también son

capaces de acabar con la susceptibilidad al shock.

En cuanto a BCL-3 (miembro de la familia IkB), podria ser utilizado para
intervenciones terapeuticas. La relacion con otras importantes vias de
sefalizacion celular, como p38 o p53, pueden alterar la transcripcion de ciertos
genes dependientes de NF-kB. Finalmente, los mecanismos que son
responsables para la terminacion de la actividad de NF-kB son también muy
importantes para la comprension del papel de NF-kB en la fisiologia normal o
en enfermedades. Por lo que, la investigacion sobre NF-kB, seguira buscando

nuevas sefiales sobre los mecanismos de regulacién en la inflamacién.”*

El dafio por I/R causa muerte celular tanto por necrosis como por
apoptosis. Recientemente se ha demostrado que pequefios dafios llevan a la

apoptosis mientras que dafios mas grandes llevan a la necrosis.
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5.4.- Receptores tipo toll (TLRS)

Los TLRs son una familia de receptores transmembrana generalmente
expresados en los leucocitos y en las células epiteliales del rifién y regulan las

respuestas inmunoldgicas innatas y adaptativas.

El receptor TLR2 podria ser un componente de la respuesta
proinflamatoria, ya que aumenta su expresion tubular en la ARF isquémica, y Si
silenciamos el gen TLR2 previene de la disfuncién renal inducida por isquemia;
de la infiltracion neutrofilica; de la apoptosis tubular y de la induccion de MCP-
1, TNF-, IL-6 e IL-1

Las células epiteliales del los tubulos renales expresan TLR-2y TLR-4, y
dicha expresion esta incrementada durante el ARF provocado por isquemia,
endotoxemia y nefrotoxicidad.® Los ratones deficientes en TLR-2 y los tratados
con un oligonucleo6tido antisentido para TLR-2 estan protegidos del dafio renal

isquémico.

Se ha observado un incremento significativo de la expresion de TLR-4 en

las células epiteliales tubulares e infiltracién de leucocitos rifiones 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 rifion del dafo isquémico por

disminucién de la inflamacién y los cambios en la expresién de TLR-4.%*

Un estudio reciente muestra el efecto de un inhibidor de TLR-3, 7, 8,y 9
en un modelo de sepsis en raton y se observa una mejoria en la funcion renal y

disminuye las citocinas pro y antiinflamatorias en suero como el TNF-a e IL-10.

La supresién 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 sefalizacion TLR-4 tienen mejor funcién y una menor
expresion de las citocinas proinflamatorias después del trasplante comparados

con injertos con una sefializacién normal de TLR-4.
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5.5.- Células inflamatorias
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Figura 32
Células inflamatorias Hye Ryoun Jang & Gang Jee Ko & Barbara A. Wasowska & Hamid
Rabb 2009

5.5.1.- Neutrdfilos

La unioén de los neutrofilos al endotelio vascular es el primer paso en la
extravasacion de estas células al tejido dafiado. Después de la adherencia y de
la quimiotaxis, la infiltracion neutrofilica puede liberar RLO que dafian las
células tubulares.

Se han llevado a cabo numerosos estudios para conocer el papel exacto
de los neutréfilos en ARF y permanece en controversia.?> El ARF inducido por
la isquemia, nefrotoxicidad y endotoxemia esta asociado con un incremento de
la filtracion de neutréfilos en el rifion.>® Est4 demostrado que los neutréfilos

estan involucrados en el dafio tubular y juegan un importante papel en la ARF.

Numerosos estudios demuestran la acumulacion de neutréfilos en el

ARF isquémico demostrando un efecto beneficioso de las terapias anti-ICAM-1
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y en ratones en los que se les han disminuido los neutréfilos periféricos en
ARF.

La rapida sobreregulaciéon de CD44 en las células endoteliales de los
capilares renales, median el reclutamiento de neutréfilos al tejido postisquémico
en un modelo de I/R renal en raton. Los ratones deficientes en CD44 o la
administracion de un anti-CD44 reduce la entrada de neutrofilos al tejido
postisquémico, asociado a una preservacion de la funcién del rifién.?** Sin
embargo, en otro estudio, las ratas a las que se les ha disminuido los
neutroéfilos periféricos no estaban protegidas del ARF isquémico.

También en ratones a los que se les ha administrado un anticuerpo
monoclonal (RB6-8C5) que tiene como resultado una disminucion en los
neutréfilos en sangre periférica tiene una pequefia disminucion en la creatinina
en plasma durante el ARF isquémico pero no se observa una reduccion en la
NTA a pesar de la carencia en la infiltracion neutrofilica en el riidon. Ademas, la

actividad de la caspasa-1y de IL-18 estaban significativamente incrementadas.

Un estudio reciente investiga el papel de la catepsina G liberada por los
neutrofilos activados utilizando ratones knockout en dafio por I/R renal, y
demuestra que la ausencia de catepsina G, tiene disminuido en un 70% la
apoptosis tubular.*® Por lo tanto, hay estudios que demuestran tanto papeles

perjudiciales como beneficiosos de los neutrofilos en el ARF.

5.5.2.- Linfocitos

Se ha demostrado que los linfocitos son importantes moduladores en la

respuesta inflamatoria tanto innata como adaptativa en modelos de ARF.

En un estudio, los ratones deficientes en células T CD4 y en células T

CD8 estaban protegidos del ARF isquémico.

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 patron 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.
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Los ratones deficientes solo en linfocitos B son también protectores
contra el ARF isquémico.

Se ha investigado en ratones deficientes, en CD3, CD4 y CD8, los
efectos de los células T sobre la permeabilidad vascular renal en ARF 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). 1*°%

En contrate con otros estudios, la ausencia de linfocitos T helper
mediante un anticuerpo (GK1.5) no era suficiente para prevenir del ARF

isquémico.>®

También se ha estudiado el papel de los linfocitos T en el ARF inducido
por cisplatino en ratones desnudos (nu/nu) en células T helper y en células
CD4 y CD8. Los ratones deficientes en células T helper y CD4 estaban
protegidos del ARF causado por el cisplatino y si le transferimos células T

helper a los ratones nu/nu aumenta la disfuncién renal y el dafio tubular.**®

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 sobreregulacion de FoxP3, un uUnico marcador para las células

Tregs que es esencial para su funcién y desarrollo.

Las Tregs median el ARF isquémico a través de la IL-10 mediante la
supresion del sistema inmune innato. La ausencia parcial de las Tregs con un
anti-CD25 empeora el ARF isquémico resultando en una mayor infiltracion
neutrofilica y macroféagica en el riidn y un incremento en la transcripcion de

citocinas innatas en el rifion.*?*

5.5.3.- Células natural killer

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
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vez que las células NK llegan al tejido dafiado activan y liberan citocinas como
IL-8, por lo que juega un importante papel en numerosos procesos de dafio.

Las NK estan incrementadas en el rifién, en nefropatia inducida por
adriamicina, si quitamos las NK con un anticuerpo antiasialo GM-1 el rifion esta

protegido de la nefropatia.

Un estudio ha investigado sobre el papel de las NK en células epiteliales
tubulares renales en cultivo y en raton. El estudio demuestra por primera vez
como las NK pueden destruir e inducir apoptosis directamente de las células
epiteliales tubulares y contribuyen con el dafio por I/R renal. En ausencia de las

NK en ratones wild-type, estos eran protegidos del ARF.

Las células NKT son otro subtipo de linfocitos interesante y tienen
caracteristicas de las T y de las NK, tienen funciones reguladoras por liberacion
de citocinas y de INF-y. La activacion de las células NKT esta involucrada en la
produccion de neutrdéfilos e INF-y en ARF en raton.

Se ha demostrado que la anestesia con isoflurano protege contra el ARF
isquémico ya que reduce la inflamacién y la modulacion neutrofilica y

macrofégica renal, y la afluencia de las células NKT en el rat6n.™"

5.5.4.- Macroéfagos

Los macréfagos son conocidos como fuente de caspasas
proinflamatorias y citocinas como IL-8. e IL-1p.

La infiltracion macrofagica en el rifidn ha sido descrita en varios tipos de
dafio renal como glomérulonefritis, nefropatia diabética, ablacion renal y
obstruccion ureteral unilateral. En varios modelos de glomérulonefritis, la
produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, por los macréfagos
como por ejemplo, INOS, TNF-a, IL-18, MCP-1, MIF, y NF-kB, se piensa que

juegan un importante papel en la patogénesis del dafio.

La inflamacion mediada por los macrofagos en el intersticio de la franja
exterior de la médula externa ha sido decrito en el curso del ARF isquémico en

la rata.y en el raton**
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La ausencia de los macréfagos en el rifiébn durante el ARF utilizando

200, 111.

clodronato encapsulado en liposomas o técnicas genéticas®® tienen

como resultado la proteccion del ARF isquémico.

Un anticuerpo anti-B7-1 bloquea la adherencia celular mononuclear en
vasos rectos en ratas y atenta el ARF isquémico tanto funcional como

histol6égicamente.

Parece ser que en ratones knockout en osteopontina se disminuye la

infiltracion macrofagica postisquémica y la fibrosis intersticial.

Los mecanismos de proteccién contra el ARF isquémico por la ausencia
de macrofagos todavia no se conocen. Se ha estudiado la IL-18 liberada por
los macrofagos en el desarrollo del ARF en ratones, y se ha demostrado que

no esta involurada en el desarrollo de la ARF.%*

El ARF inducido por cisplatino esta asociado con un incremento en la
mieloperoxidasa renal, la cual es producida por macréfagos y neutréfilos.>® %8
Estudios in vitro demuestran que la administracion del cisplatino incrementa la

citotoxicidad mediada por los macrofagos contra las células neoplasticas.

Ademas en cuanto a la infiltracion macrofagica renal, era recientemente
demostrado, que se lleva a cabo después de haberse producido la ARF
inducido por el cisplatino, ya que la ausencia de macréfagos utilizando,
clodronato encapsulado en liposomas, no protegia de la ARF inducido por

cisplatino, en un modelo de ratén.

5.5.5.- Células dendriticas

La principal funcién de las DC es la induccidon de la respuesta inmune
adaptativa. Los precursores de las DC son derivados de la médula espinal y
entran en el riidn desde la sangre. La inflamacion local o el tejido dafado
inducen la maduracién de las DCs, lo cual tiene como resultado la pérdida de
actividad fagocitica, expresion de moléculas coestimuladoras e interaccion con

células T.

Las DCs estan presentes de forma abundante en el intersticio de rifiones

de raton normal, esas DCs expresan el marcador CD11c, y también expresan
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el MHC. Las DCs forman una cadena contigua a través de todo el rifién, y
juegan un importante papel en la ARF isquémica. Después de la I/R renal, las
DCs residentes liberan TNF-qa, IL-6, MCP-1 y RANTES y la ausencia de DCs
antes del dafo isquémico reduce significativamente los niveles de TNF-a en el
rifion.>*

Hay interacciones entre las DCs y las NK que son importantes en la
respuesta inflamatoria. La activacion de las NK induce la maduracién de las
DCs. Las DCs inmaduras son vulnerables a las citolisis autdlogas mediadas por
las NK, mientras que las DCs maduras son protectoras. La activacion de las
DCs mediada por las NK es dependiente de la activacion de TNF-a e INF-y. In
vitro, la produccién de IL-12, 11-18, IL-15 e INF-a por DCs activados aumenta la

produccion de NK, de INF-y, proliferacion y citotoxicidad.?’*

5.6.-.Activacion de la Inflamacién

La inflamacion es una compleja serie de reacciones homeostaticas que
involucra a los mecanismos inmunoldgicos humorales y celulares para proteger
al organismo. Si esta reaccidon resulta exagerada o crénica, no cumple su

funcién, y ocurren cambios patolégicos.

La inflamacidén 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 vasoconstriccion transitoria
de las arteriolas seguida de una vasodilatacion que hace incrementar el flujo
vascular (hecho fundamental de los cambios hemodinamicos precoces en la

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

velocidad de la circulacion determina que los leucocitos, principalmente
neutrofilos, se desplacen hacia el endotelio vascular, iniciandose una reaccion
tisular en la que los leucocitos liberan mediadores inflamatorios, provocando los
efectos deseados (eliminacion del antigeno) o los efectos no deseados
(destruccion 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.’*> Ademés se van a producir cambios en
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la permeabilidad vascular que se manifestan clinicamente como edema.®® %"
(Fig. 33)
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Figura 33

Respuestas ante la inflamacion

Las células que van a participar en el proceso inflamatorio son
principalmente leucocitos (neutréfilos y monocitos) y el endotelio.®* Los
leucocitos van a englobar y degradar las bacterias, inmunocomplejos y restos
celulares necroticos contribuyendo sus enzimas lisosdmicas en la respuesta
defensiva. Sin embargo debemos tener en cuenta que los leucocitos a su vez,
pueden prolongar la inflamacion y aumentar el dafio tisular por la liberacién de

mediadores quimicos, enzimas y RLO. (FIG.34)%*
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Figura 34
Esquema de la respuesta inflamatoria.

5.6.1.- 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.**

El fendmeno inflamatorio se desencadena por diferentes estimulos que
inducen la liberacién de mediadores proinflamatorios endégenos, que a su vez
inducen la activacion endotelial. ElI endotelio activado expresa de novo o
incrementa la expresion de diferentes moléculas de adhesion, que incluyen la E
y P-selectinas, VCAM-1 e ICAM-1. Ademas, las células endoteliales activadas
liberan factores quimioticticos con efectos sobre la sintesis de factores
procoagulantes y una mayor susceptibilidad a la apoptosis. Los factores

endodgenos que inducen activacion endotelial son sintetizados principalmente
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por los macrofagos como el TNF-(, la IL-1B y el IFN-y. El TNF-a es el principal
estimulo que induce la expresion de las CAMs en el endotelio activado. Una
vez que el endotelio es activado, la extravasacion de los leucocitos transita por
los 4 pasos conocidos de: rodamiento, activacion, adhesion y migracion
transendotelial. Es importante mencionar que otro elemento clave en el
fenédmeno inflamatorio es el estimulo quimiotactico, responsable de la atraccion
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 Cba.
Sin embargo, el principal estimulo de extravasacion leucocitaria son las
quimocinas, sintetizados por una amplia variedad de tipos celulares, como las

células endoteliales, las plaguetas y los leucocitos.

Los principales efectos de las quimocinas sobre los leucocitos son la
quimioatraccion, la induccién de activacion celular, la regulacion de la actividad
de integrina leucocitaria y aquellos fendbmenos como consecuencia de las vias
de activacion a través de las proteinas G, que incluye el AMPc y fosfolipasas

con activacion de la PKC y un incremento del Ca** libre intracelular.
La secuencia de este proceso va a ser la siguiente: (FIG.35)

Marginacion y Rodamiento: Es la primera interaccion entre
leucocitos y las células endoteliales. Los leucocitos, debido a las
alteraciones del flujo laminar, disminuyen sensiblemente su velocidad y
guedan marginados en la periferia rodando sobre el endotelio vascular y
siendo expuestos a los mediadores de la inflamacién 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.>

Activacion y quimiotaxis : Los leucocitos, debido a la disminucion
de su velocidad, marginaciéon y rodamiento, estan expuestos a los
mediadores de la inflamacion de forma més intensa y esto provocara la
expresion/activacion de las moléculas de adhesion celular (CAM)

presentes tanto en ellos mismos como en el endotelio vascular. La
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expresion 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 activacion 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
guimiotacticos siendo los mas significativos para los neutrofilos:
productos bacterianos, componentes del sistema del complemento
principalmente Cba y productos de la via de la lipooxigenasa del

metabolismo del acido araquidonico, especialmente el leucotrieno B.
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Figura 35

Proceso secuencial y moléculas de adhesion implicad as 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 lesion en la I/R y su conocimiento serd determinante para el
tratamiento del fendmeno inflamatorio en general y de la lesion 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.
(Fig. 36)

5.6.2.- CAMs

El proceso por el cual las células de un organismo multicelular se
reconocen entre si y se adhieren especificamente esta 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

biolégicos tanto normales como patolégicos.™**

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 CAMSs.

Todas las funciones biolégicas 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 transduccién directa de sefiales y la modulacion de otras cascadas
de sefalizacion intracelular desencadenadas por diferentes factores de

crecimiento.
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En el momento de la respuesta inflamatoria durante la reperfusion, tanto
el endotelio isquémico como los leucocitos, expresan en la superficie de sus
membranas celulares las CAMs, las cuales inducen infiltracién neutrofilica y

lesion tisular.

La comprension de los mecanismos en los cuales se basa la adhesion
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 experimentacion animal, han
aportado las primeras evidencias significativas de la adhesion como un paso
esencial en la progresion de la lesién postisquémica.**

Las CAMs se han clasificado estructuralmente en cinco familias
(Cadherinas, Inmunoglobulinas, Integrinas, Selectinas y Proteoglicano). De
ellas, las relacionadas con el fenomeno de la inflamacion son: selectinas, 2-
integrinas e inmunoglobulinas de las cuales a continuacién exponemos sus

componentes y caracteristicas.
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CAMs implicadas en la Interaccion leucocito-endotelio.?’
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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 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 adhesion
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 (Tabla V):

- Molécula de adhesion leucocitaria (L-selectina).'®*

- Molécula de adhesion endotelial leucocitaria (E-selectina).
- Activador plaquetario dependiente del granulo 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.'®
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) CELULA CELULA
SINO DONDE SE .
CAMs DONDE SE LIGANDO FUNCION
NIMOS EXPRESA EXPRESA
EL LIGANDO
L-selectina* Linfocito CD34, Endotelial Rodamiento
MAdCAM-1, E-
Selectina,
P-selectina,
PSGL-1
E-selectina** Endotelial PSGL-1, Neutrofilo Rodamiento
L-Selectina, Monocito
ESL-1
P-selectina*** Plaquetas PSGL-1, Plagueta Rodamiento
Endotelial L-Selectina, Neutrofilo
CD24 Monocito
Tabla Vv

Familia de las selectinas

* 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 dinamicamente sus propiedades adhesivas
mediante cambios conformacionales, asi como por redistribucion espacial en la

superficie celular.

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).*?®

Las integrinas son moléculas fundamentales en la migracion celular que
controlan las interacciones intercelulares y célula-matriz extracelular durante la

recirculacion y la inflamacion. Una de sus caracteristicas mas importantes es la
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regulacion de su actividad adherente, independientemente de su grado de

expresion en la membrana.

Asi, los leucocitos circulantes en sangre mantienen sus integrinas en
conformacién 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 distribucion espacial de las
integrinas y sus ligandos en estructuras de membrana especializadas es
esencial para su funcionamiento adecuado. Esta organizacion requiere una
precisa regulacion del citoesqueleto para permitir el reclutamiento de
intermediarios de sefalizacion y segundos mensajeros que desencadenen la

activacion celular.*®

Nos centraremos, a continuacion, en las mas importantes relacionadas

con el fendmeno inflamatorio. (Tabla VI):

aLPB2-integrina [Antigeno relacionado con la funcion linfocitica-1
(LFA-1), CD11a/CD18].

* aMpg-integrina [Integrina especifica del linaje mieloide (Mac-1),
CD11b/CD18].

* oaXPB2-integrina (p150.95, CD11c/CD18) [Bilsland C.A. y cols.,
1994]

* a4pl-integrina [Antigeno de activacion muy tardia-4 (VLA-4),
CD49d/CD29].

* 04f7-integrina
» aD2-integrina (CD11d/CD18)

Las integrinas mas relevantes para la adhesion leucocitaria al endotelio
son miembros de la subfamilia (2, particularmente LFA-1 y la integrina
especifica de linaje mieloide Mac-1, asi como las integrinas a4 (VLA-4 y a4f7).
La mayoria de sus ligandos son proteinas transmembrana que pertenecen a la

superfamilia de las inmunoglobulinas. LFA-1 puede unirse a cinco moléculas de
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adhesion intercelular (ICAM-1 a ICAM-5), aunque las mas relevantes son
ICAM-1 e ICAM-3.

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 adhesion de uniones
intercelulares JAM-A, que se concentra selectivamente en la region 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.**"

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.

) CELULAEN
CELULA EN LA QUE SE
CAMs SINONIMOS LA QUE SE LIGANDO EXPRESA EL FUNCION
EXPRESA LIGANDO
al p2* LFA-1, Leucocito ICAM-1, Endotelial Adhesion,
CD11a/CD18 ICAM-2, Rodamiento
ICAM-3, lento
JAM-A
aMpB2** | Mac-1, Monocito, ICAM-1, Endotelial Adhesion
CD11b/CD18,CR  Neutrdfilo ICAM-2,
3 iC3b,
Heparina,
Fibrinégeno,
JAM-C,
Vitronectina
axXp2** | P150.95, Monocito, Fibrinbgeno Endotelial Activacion
CD11cCD18 Neutroéfilo iC3b
JAM-C
adpBl*** | VLA-4, Monocito, VCAM-1, Endotelial Adhesion
CD49d/CD29 Linfocitos Fibronectina
Neutroéfilo
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a4p7** Linfocitos MAdCAM -1 Endotelial Adhesién
aDp2 CD11d/CD18 Monocito ICAM-3, Endotelial Adhesién
Fibrindgeno,
Vitronectina

Tabla VI
Familia de las integrinas

* 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 llamados
dominios inmunoglobulinicos, que consisten en dos laminas peptidicas en
estructura B-plegada y en disposicion antiparalela estabilizadas por puentes
disulfuro. Estas caracteristicas estructurales son compartidas por moléculas
qgue 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 activacion linfocitaria. Los principales ligandos
de las integrinas implicados en la adhesion de los leucocitos pertenecen a la

superfamilia de las inmunoglobulinas.
Entre sus componentes, teniendo en cuenta su importancia en el
fenémeno inflamatorio, destacamos las siguientes®®* (Tabla VI):
- Molécula de adhesion intracelular-1 (ICAM-1, CD54).
- Molécula de adhesion intracelular-2 (ICAM-2).
- Molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1, INCAM-110).

- Molécula de adhesion celular plaquetaria-endotelial-1 (PECAM-1,
CD31).1%

- MAdCAM-1

_ CD99228.
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- Molécula de adhesion celular endotelial (ESAM)
- Molécula de adhesion de uniones intercelulares (JAM-A)
- Molécula de adhesion de uniones intercelulares JAM-B

- Molécula de adhesion 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 esta 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.?*

La CD99 es una molécula expresada tanto en neutréfilos como otros
leucocitos y en las uniones interendoteliales y participan en la transmigracion

leucocitaria.?*

. CELULA EN
CELULA EN
. LA QUE SE .
CAMs SINONIMOS LA QUE SE LIGANDO FUNCION
EXPRESA
EXPRESA
EL LIGANDO
ICAM-1* CD54 Endotelial, al B2 Leucocitos Adhesion,
Monocito, aMp2 Monocitos’ Transmigracion
Linfocito T y Endotelio
B, Dendritica
ICAM-2** | CD102 Endotelial, al B2 Leucocitos, Adhesion,
Monocito, aMp2 Endotelio Transmigracion
Dendritica
VCAM-1* | CD106 Endotelial a4pl Linfocitos, Adhesion,
adp7 Monocitos Transmigracion
PECAM- CD31 Endotelio, PECAM-1  Endotelio, Adhesion,
1* Monocitos, Plaquetas Transmigracion
Linfocitos
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MAdCAM - Endotelio adp7, Endotelio Adhesion,
1* L- Transmigracion
selectina
CD99 Leucocito CD99 Endotelio Transmigracion
Neutroéfilo
ESAM Endotelio ESAM Transmigracion
JAM-A Uniones JAM-A, Leucocitos Adhesidn,
intercelulares LFA-1 Transmigracion
Endotelio
Epitelio
Plaquetas
Neutroéfilos
Monocitos
Linfocitos
JAM-B Uniones Leucocitos
endoteliales VLA-4,
JAM-B,
JAM-C
JAM-C JAM-B, Leucocitos Adhesion,
Endotelio JAM-C, Transmigracion
Plaquets Mac-1
Células
dendriticas
Tabla VI

Superfamilia de las inmunoglobulinas

* Inducible por citocinas; ** Constitutiva

5.6.3.- Etapas de la interaccion Leucocito-Endoteli o
5.6.3.1.- Marginacion 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 inflamacioén liberados por el endotelio. El contacto y el rodamiento de los

leucocitos sobre el endotelio activado son los primeros pasos del proceso
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secuencial de extravasacion, seguidos de la adhesion firme y la migracion
transendotelial. Estos contactos iniciales estan mediados esencialmente por

selectinas y sus ligandos, y requieren que haya flujo para ser eficientes.

Aunqgue las selectinas y sus ligandos tienden a interaccionar con afinidad
variable, la elevada frecuencia de asociacion-disociacion de sus interacciones
les permite mediar contactos labiles y transitorios entre leucocitos y endotelio.
Estos contactos producen la disminucién 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 |
gue 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 uniébn de PSGL1 a las E y P
selectinas promueve la interaccion de los leucocitos con el endotelio, mientras
que la union 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 desempeiiar un papel
diferencial durante el proceso de captura de neutrofilos. 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 mas lento y estable. Por ultimo, CD44 controla la velocidad de
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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
simultdneamente. Ademas, son capaces de secretar quimiocinas que se
inmovilizan en la superficie luminal endotelial favoreciendo el proceso de

adhesion.?%®

Aparte de las selectinas y sus ligandos, las integrinas o481 y a4p7, a
través de su interaccion con VCAM-1 y MAdCAM-1 respectivamente, pueden
mediar de manera independiente estos contactos iniciales. Por otra parte, la
interaccion LFA-1/ICAM-1 coopera con la funcion 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 vy 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 mdltiples rutas de
sefalizacion, que conectan con procesos como la reorganizacion del
citoesqueleto de actina, tales como la cascada de MAPK, p56lck, Ras o

Rac2.1¢

Por otra parte, PSGL-1 activa también diferentes rutas de sefializacion
intracelular que tienen un efecto inductor de la activacion de los leucocitos
aumentando la expresion 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 induccidon de funciones tolerogénicas en

células dendriticas.?®”
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5.6.3.2.- Activacion y quimiotaxis

5.6.3.2.1.- Modulacion 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 fisiolégico. La activacion del
leucocito implica un marcado cambio morfolégico: 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
urépodo. La polarizacion del leucocito permite a la célula la coordinaciéon de las
fuerzas intracelulares para producir la locomocion celular necesaria durante el

proceso de extravasacion.

Las quimiocinas son inducidas y secretadas por mediadores

inflamatorios de manera espectacular.

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 rodamiento de los leucocitos. Las
quimiocinas unidas a los glucosaminoglucanos de la membrana apical
endotelial, actian sefalizando a través de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) localizados en los microvilli del leucocito, induciendo una gran variedad
de sefales, 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
seudopodos Estos cambios de forma estan asociados con la conversion 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

sefalizacion inducidos por las quimiocinas que controlan la activacion de
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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 6rganos linfoides
secundarios. Ademas, las quimiocinas pueden producir un efecto diferencial en

integrinas especificas dentro del mismo microambiente.

5.6.3.2.2.- Modulacion de la afinidad de las integrinas mediada por sus

ligandos

Tras la activacion de los leucocitos, inducida por la union de las
quimiocinas a sus receptores y la sefializacion del interior al exterior, se lleva a
cabo la activacion de las integrinas de los leucocitos [la integrina betal y las
integrinas beta2 LFA-1 (aLB2) y Mac-l (aMB2)], la conformaciéon 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 activacion total de la integrina y la firme adhesion

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 I-like en sus
cadenas B, pueden interaccionar espontaneamente con sus ligandos

endoteliales sin estimulacion quimiotactica previa.

Ademas, la union al ligando aumenta el reclutamiento de integrinas
adicionales para incrementar la adhesién 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.- Adhesion
5.6.3.3.1.- Regulacion de la migracion de los leucocitos por integrinas

Las sefiales implicadas en la adhesion firme de los leucocitos al
endotelio mediadas por integrinas deben ser atenuadas y debilitar las uniones
para permitir la migracion del leucocito hacia un sitio apropiado para iniciar el
proceso de transmigracion endotelial. Las integrinas (2 parecen tener una
implicacién importante en este proceso de migracion, ya que su blogueo 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 2. Mientras la
adhesion firme esta mediada por LFA-1, la locomocion depende de Mac-1;

ambos procesos contribuyen a una eficiente transmigracion.**®

Tras su activacion 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 integracion de sefiales generadas

en ambos polos celulares conduce a un movimiento coordinado del leucocito.

5.6.3.3.2.- Papel funcional de las moléculas de adhesion 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 adhesion endotelial
implicadas en la unién a las integrinas VLA-4 y LFA-1, respectivamente.”® Solo
ICAM-1 se expresa escasamente en el endotelio quiescente, 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.

Ademas, se ha descrito la union de VCAM-1 e ICAM-1 al citoesqueleto

de actina a través de dos miembros de la familia ERM, (ezrina y moesina).'”
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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 dinamica de VCAM-1 e ICAM-1 en células HUVEC
(células primarias de vena de cordon umbilical) activadas con TNF-a durante el
proceso de interaccion leucocito-endotelio. Se ha observado que, tras la parada
de los leucocitos en el endotelio, la union de VCAM-1 e ICAM-1 con sus
ligandos desencadena la reorganizacion del citoesqueleto cortical endotelial de
actina y genera una estructura tridimensional de anclaje que rodea el leucocito
y previene la separacion de los leucocitos adheridos en condiciones de flujo
fisiologico.

Dicha estructura contiene gran acumulacion 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 Pl (4,5)P2 o la ruta de
sefalizacion Rho/160ROCK son importantes para la generacion y el

mantenimiento de la estructura endotelial de anclaje.*®

Ademas, 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
formacion 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 actian como

plataformas endoteliales de adhesion especializadas.*®

Las tetraspaninas son pequefas 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 funcién y
forman dominios multiproteinicos en la membrana plasmatica. Se les ha
implicado en varias funciones celulares, entre otras, migracion, adhesion

intercelular homotipica y heterotipica.

Por lo tanto, la inclusion de ICAM-1 y VCAM-1 en dominios de

tetraspaninas es necesaria para su adecuado funcionamiento en condiciones
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dindmicas estrictas como el estrés de flujo. No solamente VCAM-1 e ICAM-1
interaccionan con microdominios de tetraspaninas, sino también otros
receptores de adhesion 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 rapida cinética y

eficiente consecucién del proceso de extravasacion leucocitaria.'®

Los receptores endoteliales de adhesiéon VCAM-1 e ICAM-1 son capaces
de transmitir sefiales tras su unidn con el ligando. La molécula VCAM-1 esta
implicada en la apertura de las uniones interendoteliales para facilitar la
extravasacion de los leucocitos. De hecho, VCAM-1 induce la activacion de la
NADPH oxidasa (NOX2 posiblemente) y la produccion de RLO de manera
dependiente de la GTPasa Rac, con la consiguiente activacion de
metaloproteinasas de matriz y pérdida de la adhesidon 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 concentraciones de Ca'? intracelular, produciendo la
activacion de rutas que incrementan la permeabilidad endotelial y conllevan a

un aumento de la migracién transendotelial leucocitaria.>’®

Finalmente, ICAM-1 también puede inducir su propia expresion y la de
VCAM-1, actuando como un mecanismo de regulacion para facilitar la

transmigracion 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 transmigracion es un proceso activo no solo para los leucocitos sino
también para el endotelio, lo que promueve la rapida y eficiente llegada de los
leucocitos a los focos de la inflamacién sin comprometer la integridad de la

barrera endotelial.
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El funcionamiento coordinado de los receptores de adhesion, el
citoesqueleto y las moléculas de sefalizacion es crucial para la transmigracion
leucocitaria. Asi la correcta integracion 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 consecucion de este fenomeno.

Las sefales implicadas en la adhesién firme de los leucocitos al
endotelio deben ser reversibles, debilitando los contactos originales lo
suficiente para permitir la migracion y extravasacion de los leucocitos. Durante
la transmigracién endotelial, las uniones endoteliales se deshacen parcialmente
evitando el dafio 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, ademéas de la ruta
clasica 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

265.

interendoteliales.>* Este proceso tiene lugar preferentemente en la

microvasculatura.®* (Fig. 37)

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 37

Transmigracion leucocitaria
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* 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.

Una vez que los leucocitos encuentran un sitio apropiado para
transmigrar (preferentemente en las uniones intercelulares), extienden

seudodpodos exploratorios entre dos células endoteliales adyacentes.

A continuacion, los seudépodos 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-

1%%® y, 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.*%% 2>

Dos tipos de uniones interendoteliales son relevantes para el proceso de

transmigracion.

Las uniones estrechas (zonula occludens) se encuentran en la zona
apical y contienen tres tipos de proteinas transmembrana, ocludina, claudina y
moléculas de adhesion de union celular (JAMs). Estas moléculas
transmembrana estan vinculadas con el citoesqueleto de actina a través de la

interaccion con las moléculas que contienen dominios PDZ, tales como ZO-
1 201.

Jerarquicamente, el determinante mas importante de la barrera
endotelial son las zonulas adherens que se forman por la interaccidon homofilica
de VE-cadherina.?®* VE-caderina actia como un guardian para el paso de
leucocitos y la inhibicion de la VE-caderina aumenta la permeabilidad de la

monocapa de células endoteliales y la tasa de extravasacion neutrdfilica in vivo.
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Estudios in vitro indican que huecos de VE-caderina pueden formarse

transitoriamente durante la diapedesis de leucocitos.?*®

La funcibn de VE-caderina para regular la barrera endotelial o la
transmigracion de leucocitos puede ser modulada por la fosforilacion de la cola
citoplasmatica de VE-caderina, que puede ser estimulado por la adhesion de

los neutréfilo a las células endoteliales, mediada por la ICAM-1.

La transmigracion de leucocitos implica interacciones homofilicas y
heterofilicas entre los receptores de adhesidon en los leucocitos y el

endotelio 190, 201, 265.

Las JAMs ademas de interactuar de manera homofilica, JAMs participan
como receptores para integrinas de los leucocitos. Se ha demostrado que JAM-
A interactia con LFA-1, JAM-B se une al VLA-4 y JAM-C interactia con Mac-
1> La funcién de JAM-A en la diapédesis de leucocitos in vivo ha sido
demostrada por los experimentos con anticuerpos de inhibicion, asi como por la
evaluacion de los ratones que presentan deficiencia de JAM-A, mostrando que
JAM-A sobre los neutrdfilos, asi como sobre las células endoteliales participan
en la extravasacion neutrofilica. JAM-C mediante la interaccion heterofilica con
la integrina Mac-1 lleva a cabo la interaccion firme de plaquetas-neutrdfilo.
Ademas, la JAM-C soluble o anticuerpos para JAM-C bloquean la
transmigracion neutrofilica a través de las células endoteliales, considerando
que la acumulacién de neutrdéfilos 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 migracién de leucocitos a través de la

barrera endotelial.*** *™*
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Otra molécula de adhesion importante en la regulacion de la
transmigracion 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 (GPI), la CD177 expresada exclusivamente sobre neutrofilos
identificado como un nuevo ligando de PECAM-1 de adhesion 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
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formada por ICAM-1 y proyecciones en forma microvellosidades, se demostro

que rodeaban a los neutréfilos transmigratorios durante la diapédesis.>*®

* Ruta transcelular

Las observaciones recientes sobre el mecanismo de este proceso de
migracion 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 fusibn de membranas regulada por

Ca™ y por complejos que contienen las proteinas SNARE.

También se ha descrito la translocacion de ICAM-1 a caveolas tras la
adhesion leucocitaria y la posterior formacion de una especie de canal
multivesicular, que contiene ICAM-1 y caveolina-1, alrededor del seudopodo
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 rotura de la membrana

basolateral sin poner en peligro la funcién de barrera endotelial.

Se han probado numerosas terapias antiinflamatorias contra distintas
moléculas diana en el endotelio. Se ha demostrado la eficacia del bloqueo de la
P-selectina contra el dafio producido durante procesos de I/R (trasplante,
trombosis, ictus, etc.), asi como los efectos beneficiosos de anticuerpos anti-

ICAM-1 en modelos animales.
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También existen numerosos estudios de enfermedades autoinmunes o
inflamatorias crénicas en los que se aplicaron terapias basadas en anticuerpos
anti-TNF, anti-VCAM-1 o anti-ICAM-1.% 206

La reduccién o la prevencion de la I/R es una estrategia importante para
una mejora a corto plazo, asi como del rendimiento del injerto a largo plazo

después del trasplante.

Las estrategias pre-trasplante de reduccion de la lesién de I/R se
encuentran en la reduccion del tiempo de isquemia fria a través de una
optimizacién logistica de transporte del injerto, los procedimientos basados en

magquinas de perfusion, o la optimizacién de soluciones de preservacion.

Otra estrategia es el acondicionamiento previo del donante con
sustancias que tienen la capacidad de reducir el dafio por I/R. Las estrategias
post-trasplante para reducir la lesiéon por I/R incluyen la administracion de
sustancias que interfieren con el proceso inflamatorio que afecta principalmente
a la accion de las quimiocinas, citocinas, o la infiltracion de leucocitos. Por otro
lado, se han investigado estrategias contra la apoptosis han sido investigadas
con el fin de reducir la muerte celular y, por tanto, proteger el injerto de la
pérdida celular. Uno de los problemas practicos en la prevencion y en el
tratamiento del dafio por I/R es que muchas opciones de tratamiento tuvieron
éxito en modelos experimentales, mientras que so6lo unos pocos se han
introducido en los ensayos clinicos. Hay mucho trabajo por hacer en el futuro
para convertir los conocimientos derivados de los enfoques experimentales al

éxito de la practica clinica.

Con el objetivo de mejorar el desarrollo y progresion del dafio provocado
por la I/R y por la respuesta inflamatoria, diferentes trabajos han demostrado el
efecto protector de algunas sustancias sobre la lesion por I/R, administradas en
distintos momentos.®® Esta tesis pretende estudiar el efecto aditivo de una
sustancia citoprotectora, que ya ha demostrado su eficacia sobre la lesion por

I/R, en otros tejidos, dicha sustancia es la Cardiotrofina-1 (CT-1)
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6.NNT-1/BSF-3

La proteina denominada CLC/CLF (citocina similar a la cardiotrofina) es
una citocina recientemente clonada y descriptivamente nombrada novel
neurotrophin-1/B  cell-stimulating factor-3 (NNT-1/BSF-3; GenBank no.
AF176912). La misma citocina fue descrita de forma independiente y también
nombrada por su homologia con la cardiotrofina-1, Citocina Similar a la
Cardiotrofina (GenBank no. AF172854) .Pero se ha demostrado que NNT-
1/BSF- 3 es un segundo ligando funcional para el complejo receptor de CNTF
(CNTFR).*?

La proteina denominada CLC/CLF, es un mediador de comunicacion
celular y ha sido caracterizada como un miembro perteneciente a la familia de
citocinas de interleucina-6 (IL-6), junto con: el factor inhibidor de la leucemia
(LIF), la oncostatina M (OSM), el factor neurotrofico ciliar (CNTF), cardiotrofina-
1 (CT-1), interleucina 11 (IL-11), e interleucina 31 (IL-31).

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, a través de la fosforilacion de
proteinas asociadas a su dominio intracelular. Gp-130 esta presente en casi
todas las células del organismo. La union de la CLC a su complejo receptor
induce la activacion de varias rutas de sefalizacion, a través de las vias de
sefalizacion activara genes involucrados en proliferacion y supervivencia

celular, sintesis de proteinas y proteccion de la apoptosis.

Producida por los linfocitos T, macrofagos, células endoteliales, gliales,
fibroblastos etc, media potentes acciones sistémicas en érganos distantes de
su origen local inflamatorio. Poseen efectos pleiotropicos y redundantes en el
organismo y estan involucradas en una gran variedad de respuestas bioldgicas,
incluyendo respuesta inmune, inflamacién, desarrollo neuronal 'y
hematopoyesis. Ademas, activan genes involucrados en crecimiento,
diferenciacion, supervivencia, apoptosis y proliferacién. 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.
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Figura 39
Los receptores de la CLC/CLF forman un complejo trimérico para activar

IL-11-R
CT-1Ra
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la cascada de sefalizacion.

La union de CLC a sus receptores (proteinas transmembrana altamente
glicosiladas) induce la heterodimerizacion de la cadena gp130R, la subunidad
del receptor LIF (LIFR B) y un tercer componente conocido como la subunidad

a del receptor CNTFR a (Receptor a del factor neurotrofico ciliar).

La activacion del receptor de CLC/CLF induce una serie de sefiales
intracelulares que incluyen la activacion temprana de tirosina cinasas de la
familia de las janus cinasas (JAK) y a la fosforilacion de las tirosinas de gp130.
Los principales efectores de las JAK son el grupo de factores de transcripcion
citosolicos STAT3 (proteinas activadoras de la transcripcion y transductoras de
la sefial) y de ERK1/2 (sefial extracelular regulada por cinasas Y2),

respectivamente.

Por este motivo, las dos vias diferentes de sefalizacion y transduccion
intracelular de la CLC/CLF se les conoce, como la via de JAK-STAT vy la via

ERK1/2 y ambas son activadas.

JAK/STAT

En situaciones normales las proteinas STAT estan latentes en el
citoplasma y van a ser activadas por fosforilacion en sus residuos de tirosina

conservados (en la posicion 705 en el caso de STATS3), por las proteinas JAK.
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Una vez activados se translocan al nucleo celular, donde se unen a
elementos de respuesta especificos, regulando la transcripciébn de un gran
namero de genes diana. Posteriormente los STAT son desfosforilados y
vuelven al citoplasma.La familia se STAT esta formada por siete miembros y
dependiendo de la posicion de la tirosina fosforilada se va a activar un STAT u
otro.La via JAK/STAT estimula proliferacion celular, diferenciacién, migracion

celular y apoptosis y esta involucrada en la respuesta inflamatoria.

También se ha demostrado que la CLC actia como modulador in vivo de
distintas respuestas celulares, como la respuesta inflamatoria, mediante la
expresion de la proteina SOCS3 (Supresor de la sefalizacion de
citocinas).Esta proteina actia como regulador negativo intracelular de la ruta
JAK/STAT.

Una importante caracteristica de estas proteinas es que su expresion
esta regulada positivamente por las STATSs, estableciéndose asi un circuito de

retroalimentacion negativa.

Las SOCS regulan negativamente la via JAK-STAT a través de tres
mecanisos. En primer lugar, las SOCS se unen, por medio de su domino SH2,
al receptor de citocinas, impidiendo el acceso de las STATs. En segundo lugar,
las SOCS son capaces de unirse a los residuos de fosfotirosinas de JAK,
impidiendo la actividad quinasa de ésta. Por ultimo, las SOCS facilitan la
ubiquitinacion de JAKS, con lo que inducen su degradacion en los

proteasomas.

ERK1/2

ERK1/2 es un miembro muy importante perteneciente a la familia MAPK

(proteinas cinasass activada por mitdgenos).

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, y Ras es activado, entre las vias

dependientes de Ras podemos citar la via Ras/MAPKs
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Su actividad esta regulada a través de cascadas compuestas por MAPK,
MAPK kinasa, (MEK), y las MAPKK kinasa (MEKK). En mamiferos existen tres
grupos de MAPK: ERK1/2, p38 y JNK.

Cuando ERK1/2 es translocado al nucleo participa en multitud de
procesos celulares como son diferenciacion celular, motilidad, proliferacion y

apoptosis.

La sefalizacion a través de ERK1/2 es critico para la regulacion de la
evolucion del ciclo celular. En cambio ERK 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 funcidn antiapoptotica.

Aungque los dos vias de sefializacion JAK/STAT y ERK1/2 no son
excluyentes, se ha observado una regulacion cruzada entre ellas, pudiendo

compensar una de las vias un déficit en la otra.

Tanto el papel de STAT3 como el de SHP2 son considerados factores

fundamentales en la sefializacién de la CLC.

CLC requiere la interaccion con el receptor de citocina soluble CLF para

la secrecién eficiente.

Las mutaciones en los genes que codifican la CLC y CLF (CLCF1 y
CRLF1, respectivamente) son letales en el desarrollo temprano. Esto indica

que CLC / CLF, juega un papel importante durante el desarrollo embrionario.®”
41, 43, 82, 131.

CLC / CLF también puede regular el desarrollo del riién y CLC ha sido
identificado como un factor de permeabilidad potencial en el suero de pacientes

con glomeruloesclerosis focal y segmentaria.’® 2%

Esta citocina posee funciones inmunorreguladoras, CLC y CLF se
expresan en el sistema inmune y ambos ADNc fueron clonados a partir de

células -I-233, 56, 235, 239.
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La administracién de altas dosis de CLC o sobreexpresion de CLC en
ratones resulta en la expansion de células B, a pesar de la falta de expresiéon

del receptor de CNTF por estas células.>*>

Por lo tanto la citocina CLC/CLF puede reclutar, ademas de CNTFR, otra

alternativa como receptor aun no identificado.
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7.- INFLAMACION Y ODONTOLOGIA .

El estudio de la respuesta inflamatoria ha sido de gran importancia en la
medicina. A lo largo de los afios se ha ido conociendo mas sobre su regulacion.
Celso que definid el procesé mecanico y vascular de la misma (calor, rubor,
dolor, tumor) ha ido avanzando su conocimiento describiendo procesos
bioguimicos, y que grupos celulares eran los responsables de los mimos hasta
llegar a definir el proceso molecular o genético. El estudio y mayor
conocimiento de la respuesta inflamatoria es de gran utilidad en cualquier
campo de la medicina ya que la respuesta inflamatoria es la misma

independientemente del agente causal que la active.

En Odontolégica el estudio que conocimiento de este proceso y su
regulacion es de gran importancia ya que existen numerosos procedimientos y
enfermedades Orales de los diferentes campos de esta ciencia, en los que la
inflamacion esta presente bien de una manera primaria siendo la causante de
la aparicibn o mantenimiento de una enfermedad en la cavidad oral o bien de
una marera secundaria condicionando el tratamiento dental o la calidad de vida
del paciente post-tratamiento. Uno de las enfermedades con mayor incidencia
en la poblacion actual es la enfermedad periodontal, por lo que la ampliaciéon
del estudio del proceso inflamatorio en esta enfermedad es de gran importancia

debido a su gran prevalencia.

7.1. Inflamacién en la enfermedad peridontal.

La enfermedad periodontal es una enfermedad cavidad oral que cursa
con una elevada prevalencia entre la poblacion Espafiola, (Entre el 85- 94% de
la poblacién espafiola mayor de 35 afios presenta algun problema relacionado
con las encias)'. Cuando hablamos de enfermedades peridontales debemos
diferenciar dos grandes grupos. Las enfermedades que acontecen sobra la
encia: enfermedades gingivales y la que sus problemas se localizan mas alla

en el periodonto: enfermedades periodontales.

Las enfermedades gingivales son una amplia familia de patologias

diferentes y complejas que se encuentran confinadas en la encia y son el
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resultado de diferentes etiologias?, se pueden ver problemas de indole

exclusivamente inflamatoria, como las gingivitis.

La encia clinicamente sana no tiene por qué ser histolégicamente
perfecta, es aquella que el paciente puede lograr mediante un buen control de
placa, histolégicamente la encia sana poseerd poco o0 nada infiltrado
inflamatorio. Esta encia Sana esta formada por un epitelio oral queratinizado
gue se continda con el epitelio de unién, adherido a la superficie dentaria a
través de hemidesmosomas vy en el cual puede observarse neutréfilos y
macrofagos. El soporte del epitelio oral y de unién, es el tejido conectivo, que
contiene fibras colagenas, que mantienen la forma de los tejidos sanos, por
debajo existe una red vascular que provee al epitelio de varios nutrientes, cél

de defensa y moléculas.

La encia sana se caracteriza por un infiltrado de células inflamatorias,
con predominio de neutrofilos asociados con el epitelio de union y con linfocitos
del tejido conectivo subyacente. Se producira gingivitis si existe suficiente
acumulacion de placa como para que los productos bacterianos inicien una

respuesta inflamatoria importante.

Las caracteristicas predominantes de la gingivitis son las reacciones
inflamatorias e inmunes a la placa bacteriana. La reaccion inflamatoria es
visible tanto microscopica como clinicamente en el periodonto afectado y
representa la respuesta del huésped a la placa bacteriana y sus productos. Los
procesos inflamatorios e inmunes se producen en los tejidos gingivales para
proteger al huésped del atague microbiano local, evitando que los
microorganismos se extiendan o invadan los tejidos. En algunos casos, estas
reacciones de defensa del huésped pueden ser perjudiciales para éste, porque
la inflamacion puede dafar células vecinas y las estructuras conectivas.
Ademas, las reacciones inflamatorias que se extienden a tejidos conectivos
puede inducir la pérdida de hueso alveolar. Asi, estos procesos defensivos,
paradojicamente representan en una buena medida del dafio tisular observado

en la gingivitis y la periodontitis.

Tras la ausencia de limpieza los microorganismos comienzan a colonizar

las superficies dentarias, se inicia la evidencia de signos clinicos de inflamacion
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(gingivitis) estas alteraciones inflamatorias se resuelven o revierten con la
eliminaciéon de los agentes patdgenos, aunque los cambios inflamatorios
pueden permanecer confinados al area gingival durante varios afios, o puede
evolucionar hacia una enfermedad periodontal produciendo la perdida de

insercidon conectiva del hueso alveolar.

La periodontitis o enfermedad periodontal ha sido defina como la
inflamacion que compromete todo los tejidos de soporte del diente. Es la
extension de la inflamacion desde la unidad dentogingival hacia la unidad
dentoalveolar (ligamento periodontal, hueso alveolar y cemento radicular).
Diferentes estudios han sugerido que una de las secuelas de una respuesta
inflamatoria incontrolada es la destruccién del tejido periodontal, las enzimas
producidas en el proceso inflamatorio tienen una participacion activa del
proceso degradando diferentes componentes estructurales de la matriz

extracelular, provocando la destruccion de la insercion periodontal.

7.2.- Diagnostico de la enfermedad peridontal.

Un correcto diagnostico periodontal es necesario para la realizacion de
una terapia periodontal exitosa en nuestro paciente. Entendiendo que la
enfermedad periodontal es un proceso infeccioso-inflamatorio, diferentes
variables se deben analizar clinicamente para determinar el diagnostico. El
diagnoéstico entonces es un analisis concienzudo de la expresion clinica de la

enfermedad, desde gingivitis hasta periodontitis.

Parametros clinicos:

Profundidad de sondaje.

- Nivel de insercion clinica.

- Sangrado al sondaje

- Distancia a la linea mucogingival.

- Movilidad dental.

- Actividad de la enfermedad (progresion)

- Pérdida Osea radiogréfica.

Durante muchos afios el diagnostico de la enfermedad periodontal se ha
basado en el estudio de estos parametros clinicos y radiograficos. Pero otros

180



Tesis doctoral. TRASPLANTE RENAL, CONTROL DEL DANO POSTREPERFUSION CON CITOCINA SIMILAR A LA
CARDIOTROFINA (NNT-1/BSF-3)

métodos tienen por objetivo el estudio de la respuesta inflamatoria del huésped.
Asi, como métodos inmunolégicos o bioguimicos que determinen los
mediadores liberados en la infeccion periodontal. Uno de los métodos utilizados
es el estudio de los componentes del liquido o fluido gingivo-crevicular sistema
de defensa inespecifico a través del cual se pueden determinar citoquinas y/o

interleuquinas , que son marcadores de riesgo.

Distintos procesos que estudian: los patdégenos responsables, los
mediadores de la inflamacion, los pardmetros de destruccion oOsea y del
conectivo, los factores genéticos y de riesgo ambiental y adquirido, se llega a la
conclusion de que actualmente no existe ningun método capaz de identificar a
la poblacion de riesgo de padecer la enfermedad periodontal ni los periodos de
actividad. Ello en gran medida se debe a que existen muchas incognitas en la
patogenia del proceso y que es preciso seguir la busqueda de un parametro
eficaz que me ayude en la toma de decisiones a la hora de enfocar el

tratamiento y la prevencion del proceso.

El diagnostico biologico de la enfermedad peridontal se basa en el

estudio de:

- Los patdégenos responsables

- Los mediadores de la respuesta inflamatoria

- Parametros de destruccion 6sea y del colageno.
- Factores genéticos.

- Factores de riesgo ambiental y adquiridos.

Durante algunos afios se utilizaron las técnicas de microscopio de
contraste de fases y de campo oscuro, en ellas se veian organismos méviles y
espiroquetas sin identificar ninguna especie concreta mas, por ello no se suele

utilizar actualmente por la poca informacion que ofrece.

7.2.1.- Tratamiento

La enfermedad periodontal es considerada una enfermedad infecciosa-
inflamatoria, que de acuerdo al grado de compromiso puede llevar a la pérdida
total de los tejidos de soporte del diente. Considerando que la etiologia de la
enfermedad es principalmente infecciosa (placa bacteriana), el tratamiento se
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enfoca fundamentalmente en el control de la infeccidbn y reduccién de la
inflamacion. El tratamiento clasico de la enfermedad periodontal se puede
clasificar en cuatro fases: eliminacion o reduccion de los factores sistémicos,
eliminacién de las causas locales, correccion de los defectos causados y de

mantenimiento. Este puede verse cumplimentado por un tratamiento antibiético

Conociendo los mecanismos inflamatorios de la destruccion tisular y los
mediadores que la promueven, podemos plantearnos la busqueda de farmacos

gue inhiban su sintesis mecanismo de accién y sus consecuencias.

Algunos mediadores bioquimicos y productos de la inflamaciéon como las
citoquinas son utilizados hoy en dia para el diagnostico y estudio de posibles
tratamientos de la enfermedad periodontal, debido a su estrecha relacion con la
reabsorcion 0sea, se piensa que pueden ser utilizados como marcadores de la
enfermedad y por tanto su control ser un factor en el tratamiento de estas
enfermedades. Diferentes estudios han mostrado que, por ejemplo, la
administracion de drogas antiinflamatorias como los inhibidores de la
ciclooxigenasa, pueden disminuir la destruccion del tejido periodontal en

animales®
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ll. Hipbtesis y objetivos

1.- HIPOTESIS

Una vez evaluadas las vias de sefalizacién en las que esta involucrada
la CLC y sus aparentes mecanismos protectores frente a la respuesta

inflamatoria planteamos que:

“La administracion profilactica de NNT-1/BSF-3 en un modelo
experimental de trasplante renal experimental, hara disminuir la respuesta
inflamatoria inducida por el mecanismo de isquemia-reperfusion determinando
una mayor viabilidad celular y consecuentemente una menor lesién organica

qgue determinara una mayor supervivencia del injerto.”

2.- OBJETIVOS

=

Reproducir un modelo experimental de trasplante renal en la rata.

2. Estudiar la respuesta inflamatoria inducida, tanto en la fase de
preservacion como en la de reperfusion.

3. Administrar un tratamiento profilactico con NNT-1/BSF-3 en la fase de
preservacion.

4. Evaluar los efectos beneficiosos del tratamiento propuesto.

Sentar las bases para el planteamiento de ensayos clinicos futuros.

185






1.
MATERIALES Y METODOS






Tesis doctoral. TRASPLANTE RENAL, CONTROL DEL DANO POSTREPERFUSION CON CITOCINA SIMILAR A LA
CARDIOTROFINA (NNT-1/BSF-3)

1.- MATERIALES

1.1.- Instalaciones

+ Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de
Salamanca (PAE SA-001, Salamanca, Espafia), que proporciond los
animales de experimentacion empleados en este estudio y donde
permanecieron estabulados, en jaulas metabdlicas, para los estudios de

supervivencia y funcién renal.

+ 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:

o0 Laboratorio 1 para trabajo con animales de experimentacion,
dotado de instalacion fija de aire acondicionado y renovacién del
mismo, zonas de estabulacion, mobiliario y de los elementos
necesarios para la realizacion de modelos experimentales

quirdrgicos desarrollados en la Tesis Doctoral.

0 Laboratorio 2 para el desarrollo de las técnicas de determinacion,
en todo tipo de muestras, dotado de instalacién fija de aire
acondicionado, gases (O, y COy), vacio, mobiliario y de los
instrumentos necesarios para la realizacion de los estudios de:
anion superoxido, citocinas pro- y anti-inflamatorias, INOS,

moléculas de adhesién celular, y el factor transcripciona kB.

o Laboratorio 3, sala tipo C, dotado de la instalacion 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
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0 Seminario para mantener reuniones de trabajo, dotado de sistema
informético y proyeccion, fijos, y mobiliario adecuado para tales

fines.

o Almacén para el material fungible

Todas 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 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%), almidon (43.30%), calcio (0.66%), fosforo (0.49%), sodio (0.14%),
humedad (10.54%), lisina (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 cumpli6 en todo momento con la normativa y legislacion

vigente sobre el manejo de animales de experimentacion.

1.3.- Equipos empleados

Limpieza vy esterilizacion: 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.
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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 infusion 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 quir6éfano 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

liguido de 110 litros. Congelador -80°C: Forma Scientific -86 freezer. 3
Congeladores -25°C. 3 Refrigeradores 4°C.

Estabulacion de animales: Aislador, con sistema HEPA, para animales
TDI.

Equipamiento general: Campana de gases “Cruma”. Termodesinfectador

Miele. Maquina de hielo automéatica 85 AS-E. Armario de seguridad para
productos inflamables y corrosivos. Balanza de precision: Precisa 2052
Balanza Sartorius T2101. Balanza Sartorius T6101. Sistema de purificacion 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 °C. Campana de flujo laminar TELSTAR CV-30/70.
Campana de flujo laminar TELSTAR. Contenedor de nitrogeno liquido 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 informatico al uso para todos los sistemas especificados. Equipo

automatizado de pipeteo Eppendorf opMotion 5057

Equipamiento especifico: Espectrofotdmetro Unicam HeAios a. Lector de

placas Thermo Electro Corporation Multiskan ascent (medida fotométrica).
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Lector de placas Thermo Electro Corporation Varioskan-flashl (lector de
escaneado multimodo, incluyendo la intensidad de fluorescencia, con
resolucion temporal de fluorescencia (TRF), fotométrico, y luminomeétrico.
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 analisis de imagen ImageQuant RT
ECL de General Electrics.

Equipamiento _informatico: Ordenadores, impresoras, periféricos y

programas informaticos adaptados a las necesidades propuestas.

Material fungible: Ver las diferentes técnicas ensayadas
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2.- METODOS: DISENO EXPERIMENTAL

2.1.- Condiciones generales del estudio

Se realizaron busquedas bibliograficas en diferentes Bases de Datos
(MEDLINE®, MLA Bibliography®, PsycLIT Journal Articles®, CC Search (R) All
7 CC Editions®, U.S. National Library of Medicine®).

El planteamiento del trabajo se realizé siguiendo un estudio randomizado
ciego: después de una asignacion aleatoria, tanto en el momento de la
administracion de los farmacos, como en la determinacién y valoracion
estadistica de los resultados, no sabiamos qué producto se estaba
administrando, a qué grupo pertenecia la muestra que estdbamos estudiando,

o la identidad de los grupos que se analizaban estadisticamente.

Todas las técnicas anestésicas y quirargicas, de obtencion 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

+ Inhalatoria con gas isofluorano (Forane®, Abbott Laboratories, IL,
USA), para la administracién de la cardiotrofina-1, para el trasplante renal y

para la extraccion de muestras.

+ Intraperitoneal con 75 mg/kg de cloruro de ketamina (Parke-Davis
Barcelona, Espafna) + 50 mg/kg de diazepam (Roche Madrid, Espafia) y 20
mg/kg de atropina para la realizacion de las técnicas quirdrgicas de

isquemia/reperfusion.

2.1.2.- Técnicas quirurgicas empleadas

Durante los procedimientos, se coloca al animal de experimentacion
sobre una tabla de microcirugia calefactada, disefiada para minimizar la
pérdida de calor del animal de experimentacién, en decubito supino con

sujecion de las cuatro extremidades, ofreciendo asi una completa exposicion
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del campo quirdrgico abdominal. Como ya hemos comentado todas las
técnicas quirargicas se realizan bajo estrictas condiciones de asepsia, utilizado
material estéril y en campana de flujo laminar. Previa preparacion del campo
quirurgico: rasurado de la piel y administrando solucion antiséptica de povidona
yodada (Betadine, Asta medica) se desarrollan los siguientes procedimientos

quirdrgicos segun el ensayo correspondiente:

2.1.2.1.- Procedimiento de preservacion 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 en su mitad proximal,
respetando la grasa periureteral. Para la perfusion del 6rgano se procede al
pinzamiento de la aorta por debajo de la salida de la arteria renal izquierda,
manteniedo asi su vascularizacion. La cateterizacion adrtica se efectla
mediante aortotomia transversal en su cara anterior, previa ligadura distal al
nivel de su bifurcacién. A continuacién ligamos la aorta por encima de la arteria
renal izquierda, a la vez que retiramos la pinza e iniciamos la perfusion con
solucion de UW a 4°C y 1mg/Kg de heparina sédica (afladiendo o no la NNT-1
a la dosis indicada dependiendo del grupo experimental), se lava el rifiédn con
un volumen de 5-6ml a una velocidad maxima de 20ml/h para no superar los
100mm Hg de presion intra-renal (a pesar de esto nosotros hemos comprobado
como hasta los 4ml/min no hay problemas aparentes), drenando a traves de la
vena renal que se secciona en su union con la cava. Una vez perfundido el
riidn, se secciona el uréter en el trayecto disecado y la arteria renal. El érgano
extraido es sumergido en un recipiente rodeado de hielo con 15 ml de solucién

UW a 4°C (afiadiendo o no la NNT-1 dependiendo del grupo experimental).
2.1.2.2.- Procedimiento de trasplante renal

Extraccion renal en el trasplante de rifién

Preparacién donante: Se realiza laparatomia media y se expone el rifidn
izquierdo. Se disecan los vasos abdominales y se dejan ligaduras preparadas

para ser anudadas siguiendo el orden: aorta supra-renal (ligadura 4-0), vena
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renal en su union 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.

Diseccion 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 rifidn del tejido graso peri-renal.

Canulaciéon y lavado: Se ligan en bloque aorta y cava infra-renales. Se coloca
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, 4°C con o sin NNT-1 dependiendo del grupo experimental) e
inmediatamente se interrumpe el flujo sanguineo anudando la ligadura de la
aorta supra-renal. Se lava el riidbn con un volumen de 5-6ml a una velocidad
maxima de 20ml/h para no superar los 100mm Hg de presion intra-renal (a
pesar de esto nosotros hemos comprobado como hasta los 4ml/min no hay

problemas aparentes).

Nefrectomia: Mientras se lava el rifidén se liga la vena renal cerca de la union 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
riinon, la arteria renal se secciona con un parche aortico. El rifidn se preserva
en 15 ml de solucién de preservacion UW (con o sin NNT-1 dependiendo del

grupo experimental) a 4°C 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 izquierda. Se disecan los vasos abdominales y

se ponen las pinzas vasculares siguiendo el orden: cava caudal, cava craneal,
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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 los puntos préximos, tanto si la sutura es continua o
discontinua. Empleamos anastomosis arterial término-lateral con parche aértico
y sutura continua con monofilamento no reabsorbible de 9/0 con aguja curva no
espatulada. Durante la extraccion renal, nos habremos fijado en la forma y
tamafo del parche aortico de manera que al seccionar la aorta abdominal
hagamos una seccion similar en forma y tamafio 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 los puntos separados,
tanto si la sutura es continua como discontinua. Utilizamos anastomosis venosa
término-lateral 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 algun punto extra.

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 riidn implantado se inmoviliza en el espacio
retroperitoneal mediante unos puntos de fijacion hasta la grasa perirrenal que

habiamos conservado.

Lo mas importante al manejar 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
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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 riidn derecho: Al acabar las anastomosis y comprobar que el
injerto se reperfunde correctamente y el uréter tiene peristaltismo, se procede a
extirpar el rindn derecho con cuidado de dejar el uréter derecho bien ligado.

2.2.- Modelos experimentales

Hemos empleado un total de 162 animales que se han distribuido como

sigue:
2.2.1.- Ensayo de preservacion renal

Para evaluar el efecto de la NNT-1 sobre la preservacion renal
realizamos el siguiente experimento utilizando 40 rifiones extraidos de 20 ratas

Fischer machos (225-250 g) distribuidas en los siguientes grupos:

» Control 30m: Una vez perfundido y extraido el rifidbn es preservado en
15 ml de solucion UW a 4°C durante 30 min (N=5).

» Control 6h : Una vez perfundido y extraido el rindn es preservado en 15

ml de solucién UW a 4°C durante 6 horas (N=5).

» Control 24h : Una vez perfundido y extraido el riidn es preservado en 15
ml de solucién UW a 4°C durante 24 horas (N=5).

» Control 48h : Una vez perfundido y extraido el riidn es preservado en 15
ml de solucién UW a 4°C durante 48 horas (N=5).

» NNT-1 30m: Una vez perfundido y extraido el rifién es preservado en 15
ml de solucion UW a 4°C durante 30 min, tanto en la solucion de
perfusion como en la de preservacion hemos afiadido 0,2ug/ml de NNT-
1 (N=5).

» NNT-1 6h: Una vez perfundido y extraido el rifidn es preservado en 15

ml de solucibn UW a 4°C durante 6 horas, tanto en la solucién de
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perfusion como en la de preservacion hemos afiadido 0,2ug/ml de NNT-
1 (N=5).

» NNT-1 24h: Una vez perfundido y extraido el rifidn es preservado en 15
ml de solucion UW a 4°C durante 24 horas, tanto en la solucion de
perfusion como en la de preservacion hemos afiadido 0,2ug/ml de NNT-
1 (N=5).

> NNT-1 48h: Una vez perfundido y extraido el rifidn es preservado en 15
ml de solucion UW a 4°C durante 48 horas, tanto en la solucion de
perfusion como en la de preservacion hemos afiadido 0,2ug/ml de NNT-
1 (N=5).

Una vez obtenido el rifion se divide sagitalmente en 2 partes iguales
introduciéndolas instantaneamente en nitrégeno liquido, conservandose en

tubos de criocongelacion a —80°C.

También se alicuotaron muestras de la solucién de preservacion que

fueron congeladas a —80°C en tubos de criocongelacion hasta su estudio.

Estudiaremos las siguientes variables: estrés oxidativo (radical libre
anioén superoéxido), la citocina proinflamatoria (TNF-a), 6xido nitrico (iNOS), la

molécula de adhesion VCAM-1 y el factor de transcripcion nuclear (kB).
2.2.2.- Ensayo de trasplante renal

Evaluamos la eficacia de la CT-1 en un modelo experimental de
trasplante renal homologo y ortotépico utilizando 142 ratas Fischer machos

(225-250q) 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

tomaradn muestras de sangre y rifidn. (N=10, N=5 trasplantes).

» Tx Control 3d: Una vez realizado el trasplante, segun se describe
anteriormente, se mantiene 3 dias de reperfusion al final de la cual se

tomaradn muestras de sangre y rifidn. (N=12, N=6 trasplantes).
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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 rifion. (N=20, N=10 trasplantes).

Tx Control 14d: Una vez realizado el trasplante, segin se describe
anteriormente, se mantiene 14 dias de reperfusion al final de la cual se
tomaran muestras de sangre y rifion (el resto de animales se dejaran
evolucionar hasta el dia 30 para el estudio de la mortalidad). (N=40,

N=20 trasplantes).

Tx NNT-1 24h: Una vez realizado el trasplante, segun se describe
anteriormente, se mantiene 24 horas de reperfusion al final de la cual se
tomaran muestras de sangre y riion. Se administro 0,2ug/ml de NNT-1
en las soluciones de perfusion y preservacion tal y como se indica en la

descripcion de la técnica quirdrgica. (N=10, N=5 trasplantes).

Tx NNT-1 3d: Una vez realizado el trasplante, segun se describe
anteriormente, se mantiene 3 dias de reperfusion al final de la cual se
tomardn muestras de sangre y riidn. Se administré 0,2ug/ml de NNT-1
en las soluciones de perfusion y preservacion tal y como se indica en la

descripcion de la técnica quirargica. (N=10, N=5 trasplantes).

Tx NNT-1 7d: Una vez realizado el trasplante, segun se describe
anteriormente, se mantiene 7 dias de reperfusion al final de la cual se
tomaran muestras de sangre y riion. Se administro 0,2ug/ml de NNT-1
en las soluciones de perfusion y preservacion tal y como se indica en la

descripcion de la técnica quirargica. (N=10, N=5 trasplantes).

Tx NNT-1 14d: Una vez realizado el trasplante, segun se describe
anteriormente, se mantiene 14 dias de reperfusion al final de la cual se
tomaran muestras de sangre y rifion (el resto de animales se dejaran
evolucionar hasta el dia 30 para el estudio de la mortalidad). Se
administré 0,2ug/ml de NNT-1 en las soluciones de perfusion y
preservacion tal y como se indica en la descripcion de la técnica

quirargica. (N=30, N=15 trasplantes)
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Una vez obtenido el rifion 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

criocongelacion a —80°C.

Las muestras sanguineas, obtenidas por puncién aodrtica,
inmediatamente después de su extraccion fueron centrifugadas durante 20
minutos a 4500 rpm y a 4°C, extraido el suero y dividido en alicuotas fueron

congeladas a -80°C en tubos de criocongelacion.

Estudiaremos las siguientes variables: Supervivencia, funciéon renal
(creatinina y su aclaramiento), estrés oxidativo (radical libre anion superoxido),
citocina proinflamatoria (TNF-a), antiinflamatoria (IL-6), moléculas de adhesion

celular solubles (sICAM-1 y sVCAM-1) y el factor de transcripcion nuclear (kB).

2.3.- Técnicas empleadas para el estudio de las var iables

1. Supervivencia.

2. Pruebas de Funcion Renal:
a. Creatinina
b. Aclaramiento de la creatinina

3. Radical libre: Anidn superéxido.

4. Técnica de Elisa para el estudio de:
a. Citocinas Proinflamatorias: Factor de necrosis tumoral-q,
b. Citocina Antiinflamatori: Interleucina-6.

5. Técnica de Western blot para el estudio de:
a. Moleculas de adhesion celular: sSICAM-1, VCAM-1 y sVCAM-1
b. INOS.

c. Factor de trascripcion kB (p-p65)
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4+ Supervivencia:

Los animales fueron estabulados en jaulas metabdlicas siendo
observados diariamente hasta el dia 30 de evolucibn para evaluar la

mortalidad.

% Pruebas de funcion renal:

Se determinaron como marcadores de la funcion 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.

+ Anion superoxido:

Se estudié el radical libre anidon 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 tampon de homogeneizado [fosfato potasico
monobasico 0,05M y EDTA 1mM, solucién a la que afiadimos colato sédico al
0,25% (1+19); pH 7,8], a una temperatura entre 0 y 4° C para minimizar los
procesos oxidativos. Posteriormente son pesadas y homogeneizadas con el
tampon anteriormente descrito, segun la proporcién (1/10, Peso/Volumen). El
homogeneizado se centrifugd a 100.000 g durante 60 minutos, a una
temperatura de 4°C. La fraccion soluble que se obtuvo se dividié en alicuotas y

se congelo a -80° C hasta el momento de su estudio.

Técnica de determinacion del ritmo de produccién del Anion Superdxido

La técnica que es modificacién de la descrita por Forman y Boveris'®®
para mitocondrias, se basa en la reduccion del citocromo C por el radical O
Esta reduccién del citocromo C no es, naturalmente, especifica para el radical
superoéxido. Esta especificidad es conferida por el uso de superdxido dismutasa
(SOD), para lo cual el radical superéxido es el Unico sustrato conocido. De

acuerdo con esto, el ensayo se realiza con y sin SOD, y Unicamente la
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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.- Tampon fosfato-potasico 0,1 M+0,1 mM EDTA ; pH 7,8.
2.- Citocromo C 75 uM.

3.- SOD (aproximadamente 240 U).

La lectura espectrofotométrica se realiz6 a 550 nm de A; pH 7,8 y
temperatura de 25° 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

reaccion se convierte en nmol de ASO con el coeficiente de extincion molar:
AEs50/21,0 x 103M'ecm®

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 éptimas, exponemos a continuaciéon el esquema de desarrollo del
experimento. En la cubeta de muestra se afiadieron 100 ul de citocromo C (75
puM), 20 pl de SOD (aproximadamente 264 U) y 25 ul de muestra. La diferencia
de volumen hasta 1.000 pl se completé con tampodn fosfato potasico + EDTA.
En la cubeta de referencia se sustituyd el volumen de tejido por uno

equivalente de tampon. Se registro la lectura a 550 nm de A en 2 fases:
1°.- Reduccion del citocromo C inespecifica: sin SOD.

2°.- Reduccion del citocromo C independiente del superéxido: con SOD.

La pendiente maxima se registré en el primer minuto. La temperatura fue
de 25° Cy pH de 7,8.
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+ Técnica de Elisa:
Obtencion de las muestras

Utilizamos muestras sanguineas (N=5 por grupo) no hemolizadas.
Inmediatamente después de su extraccion, fueron centrifugadas extraido el

suero, dividido en alicuotas y congeladas a -80°C.
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-6) 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 afiadié una
peroxidasa conjugada policlonal anti-citocina. A continuacion el plato fue lavado
de nuevo para eliminar el material no adherido y se agrego la solucidn sustrato
gue 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 pl 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 pl de Wash Buffer con un dispensador multiple. Eliminar bien el
liguido en cada paso es esencial para un buen resultado. Después del ultimo
lavado eliminamos bien los restos de Wash Buffer, mediante aspiracion o
volcando la placa en papel secante. Aiadimos 300 pl 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 afadir la muestra. Aiadimos 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 T® ambiente. Repetimos la aspiracién/lavado
como en el paso 2 de la preparaciéon de la placa. Afiadimos 100 pl de la
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Detection Antibody, diluido en Reagent Diluent, por pocillo. Cubrimos con una
nueva tira adhesiva e incubamos 2 horas a T2 ambiente. Repetir la
aspiracion/lavado como en el paso 2 de la preparacion de la placa. Afiadimos
100 pul 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 aspiracion/lavado como en el paso 2 de la preparaciéon de la
placa. Ainadimos 100 pl de Substrate Solution a cada pocillo. Incubamos
durante 20 minutos a T2 ambiente. Proteger la placa de la luz directa. Afadir 50
ul de Stop Solution a cada pocillo, suavemente mover la placa con mucho
cuidado para que se mezcle bien. Determinar la densidad O6ptica. 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 DuoSet ELISA Development System
rat TNF-a/TNFSF1A, R&D SYSTEMS.

Interleucina-6 (IL-6): kit DuoSet ELISA Development System rat IL-6, 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.
Extraccion de proteinas de tejido renal para western blot:

De los rifiones recogidos aproximadamente 1/4 del riidn se congeld
instantaneamente introduciéndolo en nitrdgeno liquido, conservandolo en tubos

de criocongelacion a -80°C.

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.

Tampén de lisis conteniendo magnesio: MLB (Magnesium-containing
Lysis Buffer) 5X (Upstate Biotechnology #20-168)
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Preparar el tampén 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 ug/mL, y aproteinina 10 pg/ml.

Se procedi6 a la homogenizacion de las muestras a 4°C, se mantuvieron
entre 30-60 minutos en hielo y a continuacion, el lisado tisular, se centrifugé
durante 25 minutos a 12000 g y a 4°C. Después de la centrifugacion se recogio
el sobrenadante y se congelé a — 80°C hasta el momento de su utilizacién, una

alicuota se utilizo para la determinacion de la concentracion de proteinas.
Determinacion de la concentracion de proteinas

Para la determinacion de proteinas se utilizo 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, solucion 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 cuantificacion de las proteinas tisulares, las muestras fueron
diluidas (1:20) en tampon de lisis y se utilizd un kit de Bio-Rad, basado en el
método de Lowry. ®° La reaccién se llevé 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 patron. 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 (4cido fosfomolibdico-fosfotungstico) dando una reaccién

coloreada azul con pico maximo de absorbancia a 750 nm.

Cada una de las medidas se realiz6 por triplicado. Se elabor6
previamente una curva de calibrado a partir de soluciones patron de
concentracion conocida de BSA. A continuacion se afiadieron 25 pL del
reactivo A (suplementado con 20 pL del reactivo S por cada mL reactivo A, ya
que las muestras contenian detergente: IGEPAL CA-630), posteriormente se

afadieron 200 uL del reactivo B. La mezcla se incub6 al menos 15 minutos y se
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midid la absorbancia a 750 nm. La concentracion proteica de las muestras se
obtiene a partir de los datos de absorbancia por extrapolacion en una recta
patron obtenida a partir de concentraciones conocidas de albumina bovina
sérica, en un rango entre 0,2 mg/mL y 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 pl del plasma en 75 pul de
PBS, a continuacion centrifugacion 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 fraccion 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.
Deteccion de proteinas por western blot.
Fundamento

El método de Western blotting se basa en la separacion de proteinas
mediante electroforesis en funcibn de su peso molecular, que, una vez
separadas, se pueden identificar, localizar y cuantificar por su capacidad para
unirse a anticuerpos especificos. “** Los anticuerpos estan acoplados a
sistemas de deteccidon, que permiten localizar las proteinas y establecer una
relacion entre la intensidad de la sefial del sistema de deteccion y la cantidad
relativa de la proteina en las diferentes muestras. El sistema de deteccidon mas
utilizado es el quimioluminiscente. En él, el anticuerpo estd unido la enzima
HRP que, en presencia de un sustrato apropiado, produce una reaccion

luminiscente. La luz generada en la membrana se detecta mediante una
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camara 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 y, este a su vez,
proporcional a la cantidad de proteina. La separacion 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 funcion 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
gue 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 1mm.

Cargamos 150 ug/pocillo de extracto proteico de cada muestra de tejido,
0 25 pl de plasma al que hemos eliminado la albumina, mezclandolo con el
mismo volumen de tampén de carga Laemmli (Tris-HCI 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 °C durante 5 minutos.

En estas condiciones (desnaturalizacién 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 identificacion pudiera beneficiarse de este
criterio.Una vez polimerizados, los geles se colocan en la cubeta de
electroforesis que contiene el tampon de electroforesis. En los correspondientes
pocillos se cargan las muestras y 10uL de marcador colorimétrico de pesos

moleculares. (Low / Broad range, Bio-Rad Laboratories, CA, USA).

La electroforesis se lleva a cabo mediante una fuente de alimentacion,
con un voltaje constante de 120V durante 120 minutos aproximadamente,

tiempo suficiente para separar las proteinas, con tampon de electroforesis.
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Las proteinas se transfieren desde el gel a una membrana de
nitrocelulosa. El gel esta 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 25 V, que proviene de la fuente de
alimentacion, habiendo embebido previamente el material y equilibrado el gel y
la membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL Amersham Biosciences) en el

tampodn de transferencia durante 15 minutos.

Una vez finalizada la transferencia, la membrana se lavé con tampon de
lavado TTBS e inmediatamente se incubd con 10 mL de tampdn de bloqueo en
agitacion constante, para evitar uniones inespecificas durante la

inmunodeteccion.

La incubacidon con el anticuerpo primario, a la dilucion y temperatura
adecuada en el tampdn correspondiente en agitacion constante, se realiz6
durante tiempos diferentes dependiendo de cada proteina. Tras la incubacién
con el anticuerpo primario se hicieron 4 lavados de 5 minutos con tampén de
lavado, y posteriormente se incubd la membrana con el correspondiente
anticuerpo secundario, a la dilucibn adecuada, durante los tiempos que
especificaremos con cada proteina. Al terminar se hicieron otros 4 lavados de 5

minutos con tampon de lavado.

La deteccion de las bandas especificas de las distintas proteinas se
realiz6 mediante un ensayo de quimioluminiscencia. Para el revelado se utiliza
una solucién comercial (Amersham™ ECL Plus Western Blotting Detection
System, GE Healthcare), en una proporcion 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 agitaciobn constante a T2 ambiente y a
continuacion se desecho la solucién de revelado. Seguidamente se colocé la
membrana en una camara para capturar la imagen (ImageQuant RT ECL

imager, GE Healthcare).
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Una vez capturada la imagen es cuantificada la densidad o6ptica de las

bandas obtenidas con el programa (ImageQuant TL software).

Después de cada determinacion, se realiz0 un “stripping” con una

solucién comercial (Re-Blot Plus Strong Antibody Stripping Solution, Chemicon

International, CA, USA), para posteriormente rehibridar con el anticuerpo anti-a-

tubulina, que se utilizé como control de carga. (Tabla VIII)

Carga Blogueo Anticuerpo primario  Anticuerpo secundario
pNF-kB p65 150ug TTBS, Rabbit  policlonal Anti-rabbit (Cell Signaling
Cell Signaling 5%Leche, 1:1000(TTBS #7074),1:2000 (TTBS,
#3031 1h, RT 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacion
Pm:65kDa/Gel:12% overnight, agitacion constante, RT

constante, 4°C
VCAM-1 150ug TTBS, Goat policlonal Donkey-anti-
Santa Cruz 3% BSA, 1:1000 (TTBS, goat(SantaCruzBiotechnolog
Biotechnology, INC. 6h, RT 3%BSA), Y,
sc-1504), overnight, #2020),1:5000(TTBS,3%BS
Pm: 90-132Kda/Gel: agitacion A), 307, agitacién constante,
10% constante, 4°C RT
ICAM-1 150pg TTBS Goat policlonal Donkey-anti-
Santa Cruz 3%BSA, 1:500 (TTBS, goat(SantaCruzBiotechnolog
Biotechnology, 3h, RT 3%BSA), y
#1511 overnight, agitacion #2020),1:5000(TTBS,3%BS
Pm: 85- constante, 4°C A),30" agitacién constante,
110KDa/Gel: 10% RT
INOS 150ug TTBS, Rabbit policlonal, Anti-rabbit (Cell Signaling
Cell Signaling 5%Leche, 1:1000 (TTBS, #7074),1:2000 (TTBS,
#2977 2h, RT 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacion
Pm:130kDa/Gel:8% overnight, agitacion constante,RT

constante, 4°C
a-tubulin 150ug TTBS, Rabbit policlonal, Anti-rabbit (Cell Signaling
Cell Signaling 5%Leche, 1:1000 (TTBS, #7074),1:2000 (TTBS,
#2144 2h RT 5%BSA), 5%Leche), 1h, agitacion

Pm: 52Kda/Gel: 8%

overnight, agitacion
constante, 4°C

Tabla VIII

Metodologia del Western blot.

209

constante, RT




Maria Pilar Moreno Andrés

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 realizé con el andlisis de la varianza de una via
(ANOVA) aplicando los siguientes test estadisticos dependiendo del tipo de

distribucion y de las varianzas:

4+ Ante variables Normales con varianzas iguales aplicamos el test de
Scheffe

+ Ante variables Normales con varianzas distintas aplicamos
transformaciones estabilizadoras de la varianza y posteriormente el test
de Scheffe

+ Ante variables de cualquier otra distribucion 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
+ Empleamos el método no paramétrico de Kaplan Meier.

Para todos los estudios anteriormente indicados un valor de p<0,05 se

aceptd 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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1.-RESULTADOS DE LA FASE PRESERVACION

1.1.- Estudio del estrés oxidativo: Anion superéxid 0

Los rifiones del grupo preservacion control (sin NNT-1) presentan una
mayor produccion de anion superoxido que los observados en el Grupo
Simulado desde las 6 horas de preservacion. Los riflones del grupo
preservacion que recibié NNT-1 tienen menos produccién de ASO que los del

grupo preservacion control a las 6 y 24 horas (Figura 1).

Anidn Superoxido

25 15,84

[ 16
20 1

-
w

& Sim

H Control

nmol/mg prot/min
=
o

B NNT-1

30' 6h 24h 48h

Tiempos de preservacion

Figura 1.- Niveles de Anion Superéxido (nmol/mg prot/min) en la de preservacion

0p<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control
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1.2.- Estudio de las Citocinas

TNF-a

El estudio de la concentracion de TNF-a en la solucion de preservacion

demostr6 una mayor concentracion de esta citocina en el Grupo Control

respecto del NNT-1, a las 24 y 48 horas de preservacion. A las 48 horas ambos

grupos presentaron diferencias significativas con el Simulado (Figura 2).

TNF-a

250

192,52
200
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pg/ml
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50 34,82
28,04

30 6h 24h 48h
Tiempos de preservacion

& Sim
B Control

H NNT-1

Figura 2.- Niveles de TNF-a (pg/ml) a los 307, 6, 24 y 48 h.
[Jp<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control
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1.3.- Estudio del Oxido Nitrico
iINOS

La expresion de iINOS era mayor en los rifiones del grupo preservacion
control que en los rifiones con preservacion simulada, y estas diferencias
fueron significativas en todos los tiempos estudiados. Cuando se afiadié NNT-1
al liquido de preservacion, la expresion renal de iINOS era significativamente
menor que en ausencia de NNT-1 a las 6 y 24 horas, y solo fue

significativamente mayor que en el riidn con preservacion simulada a los 30

min y 6 horas de preservaciéon (Figura 3).

Control CT-1
30" 6h 24h 48h 30" 6h 24h 48h Sim

—-— e -

iNOS

1.94

H Sim

banda

B Control
B NNT-1

30' 6h 24h 48h

Tiempos de preservacion

Figura 3.- A: Western blot representativo de iNOS. B: Intensidad de la banda iINOS
corregido por tubulina a los 30 minutos 6, 24 y 48 horas.
[1p<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control
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1.4.- Estudio de la interaccion leucocito endotelio
VCAM-1

Los riflones preservados sin NNT-1 tenian una expresion de VCAM-1
significativamente mayor que los de preservacion simulada. Este aumento no

se observo en los rifiones que se preservaron con NNT-1 (Figura 4).

A

Control CT-1
Sim 30" 6h 24h 48h 30° 6h 24h 48h

Tubulina

B

VCAM-1

& Sim

banda
w

B Control
B NNT-1

30' 6h 24h 48h

Tiempos de preservacion

Figura 4.- A: Western blot representativo de VCAM-1. B: Intensidad de la banda
VCAM-1 corregido por tubulina a los 30 minutos 6, 24 y 48 horas.
[1p<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control
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1.5.- Estudio de la activacion de NF- kB

Los niveles de fosfo-p65 NFKB (p-p65 NFkB) eran indetectables en el
grupo simulado y mayores en el grupo preservado sin NNT-1 que en el grupo
preservado con NNT-1, aunque las diferencias no eran significativas entre

estos grupos debido a la variabilidad de los resultados (Figura 5).

A

Control CT-1
Sim 30" 6h 24h 48h 30° 6h 24h 48h

e i e —

Tubine .
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B Control
B NNT-1

30' 6h 24h 48h
Tiempos de preservacion

Figura 5.- A: Western blot representativo de p65 NF-kB. B: Intensidad de la banda p65
NF-kB corregido por tubulina a los 30 minutos 6, 24 y 48 horas.
[Jp<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control
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2.-RESULTADOS DE LA FASE TRASPLANTE RENAL

2.1.- Supervivencia

El estudio de la supervivencia hasta el dia 30 postrasplante demostro la

alta mortalidad en el Grupo Control que al quinto dia ya era del 60% vy llego al

90% al mes de la cirugia. Los animales tarados con NNT-1 presentaron una

significativa mejor supervivencia durante todo el estudio (Figura 6).
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Figura 6.- Supervivencia tras el trasplante renal; expresado en % de animales vivos.

[1p<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control

2.2.- Estudio de la funcién renal

Creatinina plasmatica

El estudio de la creatinina sérica y de su aclaramiento, realizado a las 24

horas 3, 7 y 14 dias, demostr6 unos valores de creatinina plasmatica

significativamente mayores, en todos los tiempos estudiados, en el grupo

trasplante control con respecto al grupo simulado. El grupo tratado con NNT-1

tenia unos valores menores de creatinina plasmatica que el grupo trasplante

control y no presento diferencias con el Simulado (Figura 7).
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Creatinina

& Sim

mg/dl

B Control

B NNT-1

Tiempos de estudio

Figura 7.- Concentracidn de creatinina en plasma (mg/ml) a las 24h, 3, 7, y 14 dias post-
trasplante.

[1p<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control

Aclaramiento de la creatinina

La tasa de filtracién glomerular, medida como aclaramiento de creatinina
, fue significativamente menor en el grupo trasplante control que en el grupo
simulado, en todos los tiempos post-trasplante estudiados. Cuando los rifiones
se preservaron con NNT-1, el aclaramiento de creatinina fue similar al del

grupo simulado en todos los tiempos estudiados (Figura 8).

Aclaramiento de la Creatinina
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B Control

B NNT-1
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Figura 8.- Aclaramiento de creatinina en plasma a las a las 24h, 3, 7, y 14 dias post-trasplante.

[1p<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control
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2.3.-Estudio del estrés oxidativo: Anion Superéxido

Se comprueba un incremento de la produccion de ASO en el Grupo
Control conforme pasan los dias postrasplante, presentando en todos ellos
diferencias significativas con los Grupos Simulado y NNT-1 entre los que no

existen diferencias (Figura 9).
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Figura 9.- Produccion de anién superdéxido.

[1p<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control

2.4.- Estudio de las Citocinas
Factor de Necrosis Tumoral-a

Los niveles plasmaticos de TNFa fueron significativamente mayores en
el grupo de trasplante control (preservados sin NNT-1) que en el grupo
simulado. El grupo cuyos rifiones se preservaron con NNT-1 tenia valores de
TNF-a inferiores al preservado sin NNT-1 y similares al simulado en todos los

tiempos estudiados. (Figura 10).
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TNF-a
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Figura 10.- Valores de TNF-a (pg/ml).

[0p<0,05 vs Sim  # p<0,05 vs Control

Interleucina-6

Los niveles plasmaticos de IL-6 en el grupo preservado sin NNT-1 eran
menores que los del grupo simulado, aunque sin diferencias significativas en
ninguno de los tiempos estudiados. Cuando se afiadi6 NNT-1 al liquido de
preservacion, los niveles circulantes de IL-6 eran mayores que cuando no se

afiadié NNT-1, alcanzando diferencias significativas con el grupo simulado y el
grupo sin NNT-1 a los 3 dias del trasplante. (Figura 11).
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Figura 11.- Valores de IL-6 (pg/ml).
[0p<0,05 vs Sim  # p<0,05 vs Control
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2.5.- Estudio de la lesion endotelial
ICAM-1 soluble

Los niveles circulantes de ICAM-1 soluble eran indetectables en el grupo
simulado, siendo mucho mayores en los animales con riflones preservados sin
NNT-1 a los 14 dias del trasplante. Cuando se afiadi® NNT-1 los niveles
circulantes de NNT-1 eran muy bajos, y significativamente inferiores a los del
grupo trasplante control. (Figura 12).
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Figura 12.- A: Western blot representativo de sICAM. B: Intensidad de la banda sICAM
corregido por tubulina a los 14 dias post-trasplante.
[1p<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control
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VCAM-1 soluble

Los resultados obtenidos para sVCAM-1 soluble eran similares a los de
sICAM-1 (Figura 13).
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Figura 13.- A: Western blot representativo de sVCAM. B: Intensidad de la banda
sVCAM corregido por tubulina a los 14 dias post-trasplante.

[Jp<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control
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2.6.- Estudio de la activacion de NF- 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 14).

A

Control CT-1
24h 3d d Sim

7d 14d 24h 3d 7d 14
oo W S S

B

IkBa

3,5 2,396

T 1,892

2,5

& Sim

1,5 H Control

intensidad de banda

B NNT-1

0,5

24h 3d 7d 14d

Tiempos de estudio

Figura 14.- A: Western blot representativo de IkB-a. B: Intensidad de la banda IkB-a
corregido por tubulina a las 24 horas, 3, 7 y 14 dias post-trasplante.
[1p<0,05 vs Sim # p<0,05 vs Control
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V.
DISCUSION

El sindrome de I/R estad representado por una amplia variedad de
manifestaciones clinicas que son a la vez causa y consecuencia de multiples
alteraciones sistémicas que forman parte de la amplificaciéon de la respuesta
inflamatoria e inmunologica de los pacientes quirdrgicos. Su fisiopatologia es el
resultado de una compleja interaccion celular y humoral en la que intervienen el
endotelio, neutrofilos, complemento, linfocitos, CAMs, RLOs y mediadores de la
inflamacion, entre otros, los cuales favorecen el dafio ultraestructural del
aparato energético celular y la muerte celular. La gravedad de esta respuesta
estd determinada por la intensidad de la lesién 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 modulacion 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 accién de la NNT-1 mejorando la lesion por I/R, en

otros tejid0327' 62, 74, 79, 81, 91, 106, 157, 244.

abre el camino para su utilizacion en todo
proceso quirdrgico que implique una situacién isquémica y su consiguiente
reperfusion, y su uso puede suponer una importante mejora en la viabilidad de

los trasplante de rifion.
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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 administracion profilactica de un farmaco de
nueva generacion en fase experimental, la NNT-1, con la doble intencidon de
incrementar el conocimiento de la fisiopatologia de estos procesos y
profundizar en la comprension de otros mecanismos de accion del farmaco
empleado, que puedan ayudar a su utilizacion convencional o incluso abrir

nuevos campos terapeuticos.

La fisiopatologia del dafio originado por la I/R renal no se conoce
integramente pero si se han investigado detalladamente muchos fenémenos
claves en el dafio que sigue a la isquemia tisular y posterior fallo renal, como
son la vasoconstriccion, el estrés oxidativo, la activacion de células
endoteliales, la infiltracion renal de celulas inflamatorias, la inflamacion renal, la

despolarizacién y necrosis del epitelio tubular y el edema intersticial.

1.- PRESERVACION FRIiA DEL RINON

La preservacion en frio es un proceso imprescindible en el
mantenimiento de los 6rganos que van a ser trasplantados y ha facilitado
mucho que puedan utilizarse 6érganos de personas fallecidas y ser
trasplantados a pacientes que estan a mucha distancia. Sin embargo, aun en
frio, se produce un dafio en el 6érgano tanto durante la preservacién como en la
fase de reperfusion tras el trasplante. Este dafio durante la preservacion renal
condiciona, en el mejor de los casos, la aparicibon 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 rilones funcionantes al afio del trasplante. El desarrollo
de NTA esta mediado tanto por factores en el donante como por el grado de
lesion isquémica que se incrementa con el tiempo de almacenamiento.
Ademas, 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 numero de fallos del injerto y en

otros parametros de la funcién del organo trasplantado®®®
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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 °C, 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
del tubulo proximal tenian grandes dafios, y muchas de ellas, necrosis
manifiesta.”® Otros estudios apoyan que la mayor duracion del injerto produce
mayor dafio renal.’’* Estos datos 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
preservacion ademas de ser menores son completamente diferentes a los que
se observan tras la isquemia caliente.?®> Sin embargo es sorprendente la falta
de informacion 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 NNT-1 al liquido de
preservacion podria proteger al rifion de los posibles dafios que ocurrieran
durante la isquemia fria. Por lo tanto, decidimos realizar el almacenaje del
organo a 4°C 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
anion superéxido (ASO) y de la expresion de iINOS. La produccion aumentada
de ASO estd 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 eliminacion, la manganeso
superéxido dismutasa (Mn-SOD) que transforma el ASO en peroxido de

hidrégeno'® 2%

, 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 nitrosilacion por peroxinitritos de los residuos tirosina de las
proteinas. El peroxinitrito se produce por reaccion entre ASO y 6xido nitrico,
por lo que estos datos estan de acuerdo con nuestros datos de un aumento de

expresion de la iINOS y la produccién de ASO tras la preservacion fria.
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Nuestros datos demuestran que la adicion de NNT-1 al liquido de
preservacion renal disminuye la produccién de ASO vy la expresiéon de iINOS en
comparacion con los rifiones a los que no se aflade NNT-1 al liquido de
preservacion. Se ha observado que la inhibicion de la actividad oxidante de
ASO protege al rifidn del dafio producido por la isquemia fria, por ejemplo, la
adicion al liquido de preservacion de mitoquinona, un antioxidante mitocondrial,
disminuye tanto la produccion de ASO como la produccion de nitrotirosina y la
muerte celular renal*®. Asimismo la sobreexpresién 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 NNT-1 sobre la produccion 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 rifiones sometidos a
isquemia podrian emplearse para mejorar la funcion 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-kB durante la isquemia fria. Se ha demostrado que la
duracion de la isquemia fria se correlaciona con la produccién de diversas
citocinas en higado®* Aunque en la literatura no hemos encontrado ninguin dato
de los efectos de la isquemia fria sin reperfusion sobre la produccion 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, que ASO activa NF-kB y NF-
KB induce TNF-a. NNT-1 modula de forma muy importante el aumento de la
citocina proinflamatoria TNF-a, evita de forma, casi total, el aumento de INOS, y

es muy efectiva previniendo la activacion de p65.

Todos estos datos sugieren un claro efecto protector de la NNT-1 frente
a la respuesta inflamatoria del rifidén 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 NNT-1 podria permitir aumentar el tiempo
efectivo de preservacion del érgano.
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2.- DISCUSION DE LA FASE DE TRASPLANTE RENAL

A fin de obtener un claro efecto lesivo del periodo de isquemia fria,
decidimos preservar el riidbn a trasplantar durante 24 horas a 4°C de
temperatura. La agresividad de esta maniobra se demostré por los resultados

hallados en el grupo trasplante control:

1. Niveles altos de creatinina sérica probablemente debidos un retraso en
la funcion del injerto y a la aparicion 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 superoxido, seguramente debida a la
infiltracion neutrofilica.

4. Niveles altos ICAM-1 soluble y de VCAM-1 soluble que demuestran una

gran activacion endotelial.

En este modelo muy agresivo, nuestros resultados demuestran un claro
efecto de la NNT-1 mejorando la supervivencia de los animales trasplantados.
Este aumento de la supervivencia puede deberse a varios factores:

2.1.- Funcion renal

Encontramos unos valores de creatinina sérica, en el grupo tratado con
NNT-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 NNT-1 sobre la funcién del rifidn trasplantado, impidiendo un
retraso en el inicio de la funcion y una NTA mas tardia. Las causas que pueden
conducir a este significativo mantenimiento de la funcidén son muchas y pueden
ser dependientes de la regulacion de la respuesta inflamatoria por parte de la
NNT-1.

2.2.- Estrés oxidativo

Comprobamos una disminucién en la produccion de ASO en el tejido

renal postrasplante de los animales tratados con NNT-1. Entre las posibles
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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 inhibicion de enzimas
productoras de RLO, la disminucion de la activacion e infiltracion neutrofilica
(que es una importante fuente de produccion de RLO) y la menor produccion
de TNF-a.

2.3.- Citocinas

El incremento de las citocina proinflamatoria TNF-a en el plasma de los
animales trasplantados es significativamente menor en el grupo tratado con
NNT-1. Los mecanismos implicados en el descenso de los niveles de la
citocina por el tratamiento con NNT-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 activacion del factor transcripcional NF-kB,
una menor expresion de las CAMs y la disminucién del ambiente oxidativo

intracelular.

Al mismo tiempo observamos que los animales tratados con NNT-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 NNT-1 y que el
efecto protector de NNT-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.

2.4.- Moléculas de adhesion celular

Hemos hallado unos niveles plasmaticos de las CAM solubles
estudiadas (sVCAM-1 y sICAM-1) significativamente menores en los animales
trasplantados tratados con NNT-1, que en los 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
regulacion de la propia respuesta inflamatoria con la disminucion en la
produccion de citocinas proinflamatorias, es ya de por si suficiente para

justificar este descenso, pero no podemos olvidar la posible modulaciéon de la
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activacion de factores de transcripcion como NF-kB. La disminucién de la
expresion de las moléculas de adhesion celular estudiadas (ICAM-1 y VCAM-1)
determinara una menor interaccion leucocito-endotelio y consecuentemente
una menor infiltracién neutrofilica, fendbmeno directamente relacionado con el

dafio postreperfusion.

La menor activacion e infiltraciéon neutrofilica conducird a una menor
produccion de RLOs causantes de lesion tisular. Estos, a su vez, son
mediadores inflamatorios capaces de activar factores transcripcionales como el
NF-kB, causante de la produccion de diferentes citocinas proinflamatorias
(como el TNF-a, la IL-1 y el INF-y) responsables del incremento de la expresiéon
de CAMs y ademas, en el caso del TNF-a, del incremento en la produccion de
RLO. Todo ello redundara en una menor lesion tisular, con un mantenimiento
de la funcion del 6rgano y, 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 NNT-1 en el trasplante renal.

2.5.- Factor transcripcional kB

NF-kB es un factor de transcripcibn que controla la expresion de
multiples genes involucrados en la inflamacion, entre ellos genes que codifican
citocinas proinflamatorias como (IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-q, 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 inmunoldgicos,
todos ellos implicados en el control de la mayoria de los procesos

inflamatorios,264310:369.

Nuestros datos demuestran que en los animales que reciben NNT-1, NF-
KB esta menos activada en rifion tras la isquemia. El efecto de NNT-1 sobre la
activacion de NF-kB es variable segun los diferentes trabajos de la literatura.
En un modelo de infeccién por LPS se ha observado que la administracion
intravenosa de la NNT-1, provoca en el coraz6n una disminucion de la
expresion de iINOS y de la activacién de NF-kB?** Se ha descrito que NNT-1

activa NF-kB en celulas endoteliales®® Monocitos®®. Por otro lado se ha
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descrito que los efectos citoprotectores de NNT-1 en cardiomiocitos en cultivo
ocurren a través de la activacion de NF-kB* Por lo tanto, parece que,
dependiendo de las circunstancias, NNT-1 induce o inhibe la activacion de NF-
KB.

Asimismo hemos demostrado que la I/R renal induce un aumento de los
niveles plasmaticos de TNF-a. 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 acompafiaba de una importante
acumulacién de macréfagos en el intersticio renal.?’® Esta acumulacion de los
macrofagos en el rifion post-isquémico es debido a la sobreexpresion de

44,248.

quimiocinas en las células tubulares. La disminucion selectiva de

macréfagos disminuye el dafio agudo del rifién isquémico.**

Nuestros datos demuestran que en las ratas con I/R que recibieron NNT-
1 los niveles plasmaticos de TNF-a son menores que en las ratas que no
reciben NNT-1. Benigni et al han demostrado que la NNT-1 inhibe la producién
de TNF-a tanto en suero, como en corazén, por lo tanto podria ser un inhibidor
endogeno de la produccion de TNF-a. De este modo, NNT-1 previene del dafio
pulmonar agudo producido por endotoxinas a través de la inhibicion de la
produccion de TNF-a o de otras citocinas proinflamatorias. La NNT-1
administrada exdgenamente va a inducir sobreactivacion de gpl30 con un
incremento en la fosforilacion de STAT-3 y STAT-1 en el rifion que
posteriormente va a incrementar la expresion de SOCS-3 y SOCS-1 lo que
inhibe las citocinas proinflamatorias.?® ?®? La inyeccién intravenosa de NNT-1 a
ratas Wistar inducen en el coraz6n 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.*?’" 1%

Nuestros resultados también demuestran que, como habiamos visto en
estudios anteriores, la I/R renal hace disminuir los niveles circulantes de IL-6,
citocina con efecto predominantemente antiinflamatorio.®® " En las ratas a las
gue se administra NNT-1, los niveles circulantes de IL-6 son similares o incluso
mayores que los del grupo simulado. Este efecto podria participar en el efecto

protector renal de la NNT-1, ya que se ha demostrado que IL-10 previene la
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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 NNT-1 aumenta la sintesis de
IL-10, éste, aumenta la activacion de ERK1/2 y por lo tanto la inhibicién de NF-

kB, 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 utiliza SOCS-3 de manera temprana
para limitar la produccién de TNF-a e iNOS.*® Por lo tanto IL-10 utiliza
diferentes mecanismos de accién 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 activacién de NF-kB.>*

La NNT-1 induce la sintesis de IL-6 in vitro®*®>

y se ha demostrado que
este efecto es a través de NF-kB, ya que en la region promotora del gen IL-6,
se encuentra un sitio de unién para NF-kB.*?* El mecanismo exacto de cémo la
activacion de JAK2/STAT3 participa en la expresion de IL-6 inducida por NNT-1
no estéa 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.°>*>

IL-6 puede provocar in vivo tanto efectos antiinflamatorios como
proinflamatorios dependiendo de las circustancias.'*®> Se ha demostrado que
cuando SOCS-3 esta ausente, la 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 NNT-1 podria ser utilizado
como un mecanismo regulatorio beneficioso. En un modelo de dafio agudo por
I/R en corazén de rata’’’ los efectos citoprotectores antiapoptéticos de la IL-6
mas el receptor soluble de la IL-6 eran mas fuertes que sus efectos
proinflamatorios, lo que sugiere que la IL-6 producida por la NNT-1 podria tener

efectos antiapoptoticos.

De estos datos se puede deducir una mayor capacidad de controlar la
respuesta inflamatoria tras la I/R renal en los grupos tratados con NNT-1 y que

el efecto protector de NNT-1 es debido, entre otros mecanismos, a sus efectos
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en el incremento de las citocinas IL-6 e IL-10 y al decremento de TNF-a, IL-13

e IFN-y, fenémenos vinculados a un efecto antiinflamatorio.®®

Nuestros resultados también corroboran que la I/R renal aumenta la
expresion de iINOS, mientras que la administracion de NNT-1 disminuye dicho
aumento de la expresion. Otros autores han descrito que la administracion de
NNT-1 disminuye los mediadores de la respuesta inflamatoria y entre ellos la
iINOS,?”® lo que apoya también nuestras observaciones. Sin embargo, se ha
demostrado que la NNT-1 tiene efectos hemodinamicos aparentemente
contradictorios con esta observacion. Cuando se administra la NNT-1
intravenosa en ratas causa hipotension sistémica de manera dosis
dependiente, demostrandose que la hipotension es causada por vasodilatacion

y este efecto es debido a la activacion de la iINOS.3>2%°,

La regulacion 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 activacion de la iNOS.™® La
activacion de p65, juega un importante papel en la expresién de iINOS.>%%%° En
nuestro trabajo la NNT-1 disminuye la activacion de p65 y también la expresion
de INOS. También en los estudios de sepsis in vivo, hay activacion de NF-kB, y
aumento de la expresion de iINOS, y ambos fendmenos se inhiben totalmente
en las ratas tratadas con NNT-1 *** Por lo tanto, es posible que el efecto de

NNT-1 sobre la iNOS esté mediado por la menor activacion 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 induccion de iNOS por
LPS, IL-18 e INF-y en células mesangiales. Estos estimulos inducen
rapidamente la fosforilacion 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 induccion de iINOS mediada por IL-18 o por IFN-y + LPS.
También se ha demostrado que la sobreexpresion de STAT-3 inhibe la

actividad de un gen promotor dependiente de NF-kB, desprovisto de elementos
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de union para STAT sin influir a la actividad del DNA de union para NF-kB. Por
lo tanto STAT-3, via interaccion directa con NF-kB p65, actia como un
inhibidor de la actividad de NF-kB para suprimir la induccion indirecta del

promotor de iINOS por citocinas en células mesangiales.?®°

Se ha observado tanto in vitro como en un estudio in vivo sobre I/R renal
qgue la expresidon de algunas quimiocinas es mediada por la activacion de la
ruta JAK/STAT.?"®

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 NNT-1. La administracion de NNT-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-a, IL-13 e IFN-y, el incremento de las citocinas
antiinflamatorias IL-6 e IL-10, la reduccion de la expresién renal de las CAMs y

una menor infiltracion neutrofilica y macrofégica.

Estos datos sugieren la posibilidad de utilizar la NNT-1 en la solucion de
preservacion y en la perfusion del injerto obtenido para trasplante renal con el
objetivo de preservar la funcién del injerto y hacer disminuir la incidencia de
fallo del injerto postrasplante.
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VI.
CONCLUSIONES

1. La NNT-1 protege del dafio renal inducido por I/R y de la inflamacién

asociada a este proceso.

2. La adicibn de NNT-1 al liquido de preservacion disminuye las

alteraciones inducidas en el rifion por la preservacion en frio.

3. Cuando se trasplantan rifiones preservados durante 24 horas en liquido
de la Universidad de Wisconsin conteniendo NNT-1, la respuesta
inflamatoria de estos animales es menor que en aquellos en los que se

trasplantan rifiones preservados sin NNT-1.

4. Cuando se trasplantan rifiones preservados durante 24 horas en liquido
de la Universidad de Wisconsin conteniendo NNT-1, la supervivencia y
la funcion renal de estos animales son mayores que en aquellos en los

que se trasplantan rifilones preservados sin NNT-1.
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