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Introduccion

La obtencion de érganos para trasplantes en Espaina

En la década de 1960, antes de que el concepto de muerte cerebral fuera establecido, la
principal fuente de obtencion de érganos eran los individuos con parada cardiaca. Del
desarrollo de las técnicas de reanimacion y de la ventilacion artificial, nace la
concepcion de muerte encefalica en 1970, esto es, la muerte del individuo previa a la

parada cardiorrespiratoria por el cese de las funciones encefalicas.

En el afio 1979 se promulga la Ley Espainola de Trasplantes, desarrollada en el Real
Decreto de 1980 y actualizada en el Real Decreto de 2000. Esta ley regula todo el
procedimiento de la donacidén, extraccion y trasplante de donante vivo y cadaver,
indicando los criterios médicos para el diagnostico clinico de la muerte cerebral. A
partir de este momento, en el que se establecen las bases diagnosticas de muerte
cerebral, desciende el interés por los donantes a corazéon parado puesto que los
organos obtenidos de donantes en muerte encefalica presentan mejor calidad. Todo ello
derivd en el abandono casi total de la extraccion de rifiones de donante a corazén
parado. En paises como Japon, la principal fuente de 6rganos proviene de donantes a

corazon parado ya que la muerte cerebral no se acepta legalmente.

El nimero de donantes potenciales estd en torno de los treinta por millon de
habitantes. La tasa de donantes por millon de poblacién continta incrementandose en
Espana desde la década de los 80. En 2006 hubo 1509 donantes Espaiia, lo que
representa uno de los indices de donaciéon de 6rganos por millon de habitantes mas
altos del mundo (33,8)(Organizacion Nacional de Trasplantes, 2006). Aunque el
numero de donantes es cada vez mayor, contintia existiendo un déficit de érganos

(Miranda et al., 2003; Valentin et al., 2005).

El trasplante renal de donante vivo representa, en la actualidad, una minoria de la
actividad trasplantadora total en Espafia —102 trasplantes de donante en 2006—
aunque el nimero este tipo de trasplantes se ha duplicado en los tltimos cuatro afios
(Organizacion Nacional de Trasplantes, 2006). Esto ha venido facilitado por la puesta
en marcha de los programas de donante vivo mediante laparoscopia: al ser menor la
agresion quirtrgica, y mas pronta la recuperacion postoperatoria, muchos candidatos

ven facilitada la decision de ser donantes. Es una buena alternativa de futuro, dados los



excelentes resultados de supervivencia del injerto y que la necesidad supera a la oferta

de 6rganos de cadaver (Altes Ineva et al., 2005).

Ademas, con la aplicacion de la Ley de Seguridad vial a partir de 1992 que obliga al uso
de los cinturones de seguridad y del casco, el numero de traumatismos
craneoencefalicos y de victimas mortales en accidentes de trafico descendid,
afortunadamente, aunque se agravo la problematica del déficit de donantes. En la
actualidad, la principal causa de muerte en los donantes es el accidente cerebrovascular
(el 60%), mientras que los traumatismos craneoencefalicos suponen un 15% (Valentin

et al., 2005).

Alternativas para aumentar la obtencion de 6rganos

La falta de 6rganos aptos para trasplante exige a la utilizacion de todos los medios

humanos y técnicos en la investigacion de alternativas:

i. Donantes marginales. Como consecuencia de esta escasez, se han ido
ampliando cada vez mas los criterios de seleccién de los cadaveres donantes de
organos. Las Unicas contraindicaciones absolutas para la donacion renal son el
HIV, la sepsis, el fracaso multiorganico, las neoplasias con metastasis y la
insuficiencia renal cronica (Andres et al.,, 2001). Esto ha significado aceptar
donantes de edad méas avanzada, al observarse que no influia en la supervivencia
posterior del paciente. También vari6 la primera causa de muerte de los donantes
(Valentin et al.,, 2005), que pas6 del traumatismo craneoencefalico a la
hemorragia intracraneal espontanea, por lo que cambi6 el grupo de edad. Se trata
de los donantes marginales, pues tienen, antes de la extraccidon, una estancia
prolongada en la UCI con administracion de drogas vasoactivas y patologias
asociadas a la edad como hipertension arterial y diabetes mellitus, entre otras. A
pesar de todo, se estan utilizando de forma creciente y se han convertido en los
donantes mas frecuentes. El uso de injertos de donantes marginales supone un
beneficio para los pacientes en lista de espera en dialisis, puesto que su uso

mejora su supervivencia y su calidad de vida (Ojo et al., 2001).

i. Donante a corazén parado (Non heart-beating donor, NHBD). El
programa de obtencién de rifiones de donantes a corazén parado se inici6 en el
Hospital Universitario de Maastrich (Vroemen et al., 1983). Se estim6 que el

numero de donantes potenciales podria aumentar hasta un 20% (Kootstra et al.,
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1991). Se define donante a corazén parado como aquel individuo en situacion de
parada cardiorrespiratoria irrecuperable, fallecido con un tiempo de isquemia
caliente —tiempo entre la parada cardiaca y el inicio de la perfusion fria— lo
suficientemente corto que permita la extraccion de o6rganos viables para ser
utilizados para trasplante. Se considera parada cardiaca irreversible, segin la
Sociedad Espainola de Medicina Intensiva y Unidades Coronarias, cuando el
paciente presenta ausencia de actividad eléctrica cardiaca efectiva tras al menos
treinta minutos de reanimacion cardiopulmonar avanzada, en ausencia de drogas

depresoras o hipotermia inducida.

Donante vivo: la donacion de vivo se esta extendiendo en nuestro ambito
debido a que la nefrectomia de individuos sanos es una cirugia de bajo riesgo. La
unica necesidad es la de contar con un familiar voluntario con sistema ABO
compatible. Los resultados de funcionalidad y supervivencia del injerto son
excelentes, puesto que la programacion permite tener una situacion 6ptima del
donante y del receptor, con inicio de la inmunosupresion en los dias previos al
trasplante, con estabilidad hemodindmica sin necesidad de vasopresores,
ausencia de aterosclerosis o hipertension en el donante y tiempos de isquemia

cortos (Baid-Agrawal and Frei, 2007; Plaza, 2001).

Tipos de donante a corazon parado

Asi como la donacion de 6rganos basada en la muerte cerebral estaba regulada por ley,

la basada en la parada cardiorrespiratoria del paciente no disponia de normativa. En el

First International Workshop on Non Heart-Beating Donors, celebrado en Maastricht,

se redactaron las recomendaciones, definiciones y caracteristicas de lo que debian ser

los donantes a corazén parado (Daemen et al., 1994). Se propuso una clasificacion en

cuatro categorias, conocida como la Clasificacion de Maastricht (Kootstra et al., 1995).

La adaptacion a nuestro dmbito se tradujo en el Documento de Consenso Espafiol

emitido por la Organizacion Nacional de Trasplantes (Organizacién Nacional de

Trasplantes, 1995; Organizacion Nacional de Trasplantes, 2006)):

i.

Ingreso en parada cardiaca. El individuo sufre parada cardiaca y se traslada

al hospital sin haber practicado maniobras de reanimacion cardiopulmonar. No se



conoce el tiempo de parada cardiaca, es decir, el tiempo de isquemia caliente. Se

trata de un donante muy poco frecuente en nuestro medio.

ii. Parada cardiaca con maniobras de reanimacién inefectivas. El paciente
se encuentra ingresado en el hospital y sufre parada cardiaca que no se revierte
con las maniobras de reanimacion. La informacion sobre este donante si se
conoce. El objetivo es disminuir al maximo el tiempo de isquemia caliente. Es el

segundo tipo mas frecuente.

i. A la espera de la parada cardiaca. Paciente en muerte cerebral o con lesion
neuroldgica irreversible secundaria a traumatismo o a tumor cerebral, al que, de
acuerdo con la familia, se le retira la ventilacibn mecanica y/o el soporte
terapéutico, casi siempre en el quiréfano. Estos donantes se denominan
“controlados”: el tiempo de isquemia es muy corto y permite la extraccion de

varios 6rganos. Es un tipo de donante muy escaso.

v. Donante en muerte cerebral que sufre una parada cardiaca. Es el tipo
de donante mas frecuente en nuestro medio. Aproximadamente un 9% de
donantes presentan una parada cardiaca antes de la extracciéon. Debido a la
inestabilidad hemodindmica previa del donante, se puede prever la parada con

antelacion.

Criterios de seleccion

Los criterios de seleccion para considerar a un paciente fallecido como donante
potencial de 6rganos a corazéon parado incluyen: edad inferior a sesenta y cinco afos,
tiempo de isquemia caliente inferior a 30 minutos, sin contabilizar el tiempo
transcurrido durante las maniobras de resucitaciéon -cardiopulmonar -efectivas,
pudiendo ser el tiempo total antes de la perfusion fria de hasta 2 horas (D'Alessandro et
al., 1995), asi como el resto de criterios de seleccion habituales para los donantes en
muerte cerebral como ausencia de historia de enfermedad renal, hipertensiéon no
controlada, enfermedad maligna, adiccion a drogas parenterales, o sepsis (Kimber et

al., 2001).
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Procedimientos de extraccion de organos

El procedimiento de extraccion de oOrganos a corazoén parado se inicia tras el
diagnoéstico de muerte por parte del equipo médico que ha atendido al paciente, en cuyo
caso el cadaver es considerado como donante potencial. Es preciso valorar con
exactitud el tiempo de isquemia caliente y el tiempo transcurrido desde el inicio de las
maniobras hasta el comienzo de la recirculacion fria. Con la finalidad de mantener la
mejor perfusion posible de los 6rganos, se mantiene la ventilacién artificial y masaje
cardiaco y se procede a la heparinizacion del donante. A continuacion, se cateterizan la
arteria y vena femoral por diseccion quirtrgica y se inicia la perfusion fria de los

organos (Humar and Dunn, 2005).

Otro factor que se ha relacionado con una mejoria en la funcion renal postrasplante ha
sido la presion de perfusion del liquido de preservacion. Una presion de perfusion baja
aumentaria la liberaciéon de renina-angiotensina, lo que ocasionaria un aumento de las
resistencias vasculares renales, circunstancia que condicionaria una disminucion del

flujo renal y una mala hipotermia (Anaise et al., 1988).

Se han ensayado diferentes liquidos de perfusién (Muhlbacher et al., 1999) :

i. Histidina-triptéfano-ketoglutarato (HTK)
ii. Universidad de Wisconsin (UW)
iii. Ringer lactato

iv. Euro-Collins

La soluciéon UW contiene adenosina, necesaria para la sintesis de ATP, que mejora la
microcirculacién, inhibe la agregacion plaquetar y protege las células endoteliales
(Southard et al., 1990). La HTK es una excelente solucion de perfusion, debido a su baja
viscosidad. La solucién de Euro-Collins aumenta las resistencias vasculares por su
elevada concentracion de potasio que da lugar a una deficiente perfusion por
vasoconstriccion de los capilares glomerulares (Sakagami et al., 1990). La solucion de
UW ha probado ser mejor en la prevenciéon de DGF que la Euro-Colllins, mientras que

presenta similares valores que la HTK (Perico et al., 2004).

Varios estudios estan devolviendo protagonismo a la preservacion de los organos
mediante la utilizacion de maquinas de perfusiéon pulsatil hasta el implante (St Peter et

al.,, 2002). Estos estudios han demostrado una mejoria en el funcionamiento renal
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postrasplante en aquellos rifiones afectados por dafio isquémico. Asimismo, reducen la
incidencia de retraso inicial en la funcién del injerto y regeneran el ATP en rifiones

sometidos a isquemia caliente (Daemen et al., 1997; Kwiatkowski et al., 2007).

Experiencia tras la utilizacion de 6rganos de donante a corazéon parado

El principal problema que se deriva de la utilizacion de los rifiones de donantes a
corazon parado es una mayor incidencia histologica de necrosis tubular aguda (NTA) y
de su manifestacion clinica, el retraso de la funcion del injerto (DGF), asi como una

elevada incidencia de rifiones con fallo primario del injerto (Weber et al., 2002).

Algunas medidas como i) la utilizacion de diversos liquidos de preservaciéon con
reductores de los radicales libres (McLaren and Friend, 2003), ii) el acortamiento del
tiempo de isquemia fria, iii) la utilizacion de maquinas de perfusién y iv)la utilizacion de
pequenas dosis de ciclosporina, son algunas de las medidas que se recomiendan para

mejorar el funcionalismo de estos 6rganos (Perico et al., 2004).

El trasplante renal acumula la mayor parte de 6rganos con donantes a corazén parado.
A pesar de tener una mayor incidencia de fracaso de la funcion inicial, su supervivencia
a largo plazo se aproxima a la obtenida con rinones de donantes con corazon latiente

(Sanchez-Fructuoso et al., 2003; Sanchez-Fructuoso et al., 2006).

El problema principal de los rifiones asi obtenidos es la elevada incidencia de DGF, que
segun las series oscila entre el 48 y el 78% y el elevado porcentaje de rifiones que nunca

llegan a funcionar entre 4 y el 19% (Brook et al., 2003).

Es por tanto importante conocer con detalle lo que ocurre en un rifion después de un
periodo de isquemia caliente —durante la parada cardiaca—y su posterior reperfusiéon

con el objetivo de actuar sobre el potencial injerto.
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Funcion retrasada del injerto y Sindrome de isquemia-reperfusion (IR)

Un rif6n trasplantado sufre un periodo de isquemia que, en el inmediato
postrasplante, puede afectar temporalmente a la funcidon renal. A este suceso se le
denomina retraso de la funciéon del injerto siendo la manifestacion clinica de la NTA

causada por la isquemia-reperfusion.

La isquemia durante el trasplante renal se localiza invariablemente en tres puntos:

i. Isquemia normotérmica durante la extraccion y la posterior perfusion con
el liquido de preservaciéon del rindén donante. Este periodo es corto si el
donante es HBD o puede alargarse si es un donante NHBD.

i. Laisquemia fria durante el almacenaje del 6rgano.

ii. Laisquemia caliente durante la revascularizacion del tejido.

El primer cambio fisiolégico detectable causado por un fallo renal agudo es la caida de

la tasa de filtracion glomerular (GFR).
Este descenso de la GFR viene mediado por:

i. el desequilibrio entre sustancias vasoactivas (Conger and Weil, 1995)
i. por la obstruccion vascular provocada por la interaccion entre leucocitos y
endotelio (Rabb et al., 2000)
ii. por el feed back tubuloglomerular (Devarajan, 2005)
. por la obstruccién tubular, causada por la separacion de las células
epiteliales de la membrana basal y por la extravasacion del filtrado
glomerular como consecuencia de la pérdida de la barrera epitelial

(Bonventre, 1988; Bonventre, 1993)
Disfuncion endotelial vascular en la isquemia renal

Después del periodo isquémico, el flujo sanguineo renal vuelve a la normalidad a
excepcion de ciertas areas. La region corticomedular tras la reperfusion presenta un
flujo sanguineo del 10% de su valor normal asociado a edema intersticial, adherencia de

leucocitos y extravasacion (Vetterlein et al., 1994). Las células endoteliales se



congestionan, se activan y sufren disfuncion por reordenamiento de los filamentos de

F-actina.

Disfuncion tubular en la isquemia renal

Durante el periodo isquémico, la carga energética celular se ve comprometida por la
falta de oxigeno que impide la fosforilacién oxidativa; estimulandose en su lugar la
glicolisis, que provocara acidosis intracelular por acumulacién de acido lactico. El
segmento S3 del tibulo proximal es extremadamente sensible a la lesién por isquemia
debido a su baja capacidad glicolitica para generar ATP. Esta deplecion de ATP lleva a
muerte celular por necrosis. Las células epiteliales del brazo ascendente del asa de
Henle —aunque situadas en la misma region— experimentan tnicamente lesiones
subletales por su mayor respuesta glicolitica en la generacion de ATP en condiciones de
isquemia (Bonventre, 1993). Estas células responden con la sintesis o liberacion de
distintas citoquinas y quimioquinas que mediaran, de manera autocrina o paracrina, la
lesion postisquémica (Padanilam, 2003). Se ha considerado durante mucho tiempo que
la muerte celular tras la isquemia se producia por necrosis, sin embargo, la necrosis y la
apotosis pueden ocurrir de forma simultanea. La contribucién de cada una de ellas en
la lesién por isquemia-reperfusion depende de la intensidad de la lesion y del tipo

celular (Lieberthal and Levine, 1996).

Mecanismos de muerte celular en la isquemia renal

La tolerancia a la hipoxia depende en gran medida de tiempo de anoxia —falta total de
oxigeno— y del tiempo de hipoxia, entendido como la falta de oxigeno relativa a la
demanda metabdlica del tejido. Otros factores son la temperatura y los mecanismos
adaptativos especificos de cada tejido. En funcién de estas variables, las células pueden

responder de varios modos (Padanilam, 2003):

i La gran mayoria de ellas experimentan disfunciones reversibles
relacionadas con en el citoesqueleto, el volumen celular, el trasporte de

solutos o la polaridad, no viéndose afectada su supervivencia.
i. La hipoxia persistente causa NTA. Las interacciones integrina-matriz
extracelular se ven afectadas, provocando que las células epiteliales

tubulares se despeguen dejando areas de membrana basal desnudas.
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ii. Finalmente, muerte celular programada o apoptosis por la producciéon

deficiente de factores de crecimiento de origen autocrino o paracrino.

[squemia-hipoxia

Aumento de
NOSz
Alteracién del

Inhibicion de la

metabolismo oxidativo  peplecién Aumento de la Na/K ATPasa
de la carga gliedlisis anaerdbica
energética
Disminucion de la
e&:presién
4 : e genes
Xantina Xantina :
oxidasa deshidrogenasa citopratectores
Inestabilidad e
Acido lisosomica. l’lgztd'd;!;i‘-‘
irico Activacion enzimas  €lectrolitos
liticas

Aumento de
ROS

Peroxinitrito

Lesion Tisul
P Figura 1. Mecanismos inducidos por la isquemia que conducen al dafio renal.

La falta de oxigeno y nutrientes provocada por la isquemia causa acumulaciéon de productos metabdlicos
de deshecho. Los principales cambios bioquimicos son: i) la deplecién del ATP que se metaboliza hacia
hipoxantina que se acumula, ya que Unicamente puede ser metabolizada en presencia de O, ii) la
inhibicion de metabolismo oxidativo jii) el aumento de la glicélisis anaerdbica con acumulacion de acido
lactico, inestabilidad de los lisosomas y activacion de enzimas liticas, iv) la inhibicion de la Na*K*-ATPasa
y v) la generacion de peroxinitrito. También se ven alterados mecanismos citoprotectores como la HO-1,
el VEGF o la Bcl2.

Adaptado de (Perico et al., 2004)

La hipoxia tiene multiples consecuencias como (Figura 1): el fallo en el metabolismo
celular, la disfuncién endotelial y tubular, el hinchamiento celular, la generacion de
radicales libres de oxigeno (RLO), el aumento del Ca2* intracelular y la activacion de
fosfolipasas, proteasas y endonucleasas. La lesion por isquemia lleva a la deplecion de
los nucle6tidos de adenina (ATP, ADP y AMP) que se degradan a los nuclebsidos
adenosina, inosina e hipoxantina. El colapso de los niveles de ATP lleva a la ruptura de
los filamentos de actina de los microvilli y del citoesqueleto de la célula epitelial. Este
efecto provoca la redistribucion de la Na*K+-ATPasa desde la membrana cortical a la

apical, provocando a su vez un aumento de Na* en la macula densa que tendra como
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consecuencia un aumento de la vasoconstriccion. Si la isquemia continua por mas
tiempo, la actividad Na+K+-ATPasa fracasa, produciéndose un aumento intracelular de

Na*, Cl- y agua con muerte celular por hinchamiento u oncosis (Padanilam, 2003).

Las células proximales también experimentan un aumento de Ca2* por el descenso de
actividad de la Ca2*-ATPasa, que resultara en el desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa en la mitocondria, con parada en la generacion de ATP y produccién de
superoxidos. Asimismo, se activan protesasas, fosfolipasas y endonucleasas
dependientes de Ca2*. Entre estas proteasas se encuentran la calpaina y la meprina. La
calpaina se expresa constitutivamente en las células proximales, activindose en
condiciones de hipoxia. La meprina es una metalopeptidasa que se localiza en el borde
en cepillo de las células tubulares. Tras la isquemia se moviliza hacia la membrana

basal, digiriendo uno de sus componentes, el nidégeno (Carmago et al., 2002).

La lesi6on necrética por isquemia también viene mediada por la activacion de
fosfolipasas —que fragmentan los fosfolipidos de membrana— y por endonucleasas,
como las endonucleasas de 15- y 30-kDa. Se supone que estas tltimas se activan por las
roturas en las cadenas de DNA generadas por los RLO (Ueda and Shah, 2000). Los
RLO en el rifién isquémico se producen por células proximales tubulares, endoteliales y
por la actividad de los neutrofilos. Vienen generados por el desacoplamiento de la
cadena de electrones en la mitocondria y por sistemas enzimaticos como cicloxigenasas,

lipoxigenasas o la xantina oxidasa.

Los superoéxidos reaccionan con las membranas, generando peroxidacion lipidica, y con
el 6xido nitrico (NO) formando peroxinitrito. Asimismo, desnaturalizan proteinas y
provocan lesiones al DNA. Una de las consecuencias del dafio al DNA es la activaciéon
de la proteina poli-(ADP) ribosa polimerasa (PARP). PARP afiade polimeros de ribosa a
varias proteinas consumiendo NAD+. La célula intenta mantener los niveles de NAD+
con gran utilizacion de ATP que acelera la muerte celular por necrosis (Ha and Snyder,
1999). Los sistemas de trasporte activo transmembrana como la Na*K*-ATPasa
funcionan mas lentamente, llevando a la acumulacion intracelular de iones y agua que
desemboca en un aumento del volumen celular. La pérdida del fluido extracelular es
causa de aumento del hematocrito y de la viscosidad de la sangre. Todos estos efectos
comprometen atin mas el restablecimiento del flujo sanguineo, su consecuencia es la
obstruccion final de los capilares y alargamiento del periodo de isquemia (Eckardt et

al., 2005).
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Los efectos de la isquemia se ven agravados, por otra parte, por la posterior reperfusion

del 6rgano. Es la reflow paradox: aunque la reperfusion es vital para la supervivencia

del 6rgano, tiene una serie de efectos deletéreos sobre la microvasculatura.

Estos se resumen a continuacion siendo, en su conjunto, una respuesta inflamatoria:

Ul.

vil.

3118

Expresion de moléculas de adhesion por las células endoteliales
(molécula de adhesion intercelular-1 [ICAM-1] y molécula de adhesion a
la célula vascular [VCAM-1]) y de sus ligandos (integrinas-f1 y -f2) en
los leucocitos. ICAM-1 esta regulado al alza durante la isquemia-
reperfusion y se ha comprobado que anticuerpos anti ICAM-1 tienen
funciones protectoras (Kelly et al., 1994).

Adhesion de leucocitos a las células endoteliales.

Aumento de la permeabilidad vascular.

Infiltracion del tejido. Durante la reperfusion los leucocitos pueden
obturar los capilares, generando enzimas proteoliticas y liberando
citoquinas y RLO. La perfusion peritubular se ve, de esta manera,
comprometida (Bonventre and Colvin, 1996).

Liberaciéon de factores proinflamatorios como el factor de necrosis
tumoral-o (TNF-0) y la interleuquina-1f (IL-1B).

Perturbacion del balance de sustancias vasoactivas (NO, prostaciclina,
endotelina-1 (ET-1), tromboxano A2) hacia un ambiente vasoconstrictor.
Algunos de los efectos citoprotectores del NO vienen mediados por su
capacidad de contrarrestar estos efectos por sus propiedades
vasodilatadoras (Perico et al., 2004).

Generacion de radicales libres de oxigeno (RLO).

Acentuacion de la inmunogeneicidad del 6rgano por un aumento en la
expresion del compejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I y
I1. El MHC de clase I se regula sobretodo en las células tubulares y el de
clase II en las intersticiales. Este aumento en la expresion del MHC
viene inducido por el interferéon-y (INF-y) reguldndose asimismo varias
moléculas coestimuladoras. El MHC puede inducir la respuesta inmune
directamente o bien por la exposicion de péptidos por las células
presentadoras de antigeno. (Klein and Sato, 2000a; Klein and Sato,

2000D).
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Estas perturbaciones inciden sobre los episodios de rechazo agudo y, eventualmente,

sobre el desarrollo de nefropatia cronica del injerto renal (NCIR) (Figura 2).

Isquemia-reperfusion

Citoquinas
IL-10
INF-Gamma
TGF-beta1
GM-CSK Lesion
tubular
Expresion
continuada
de moléculas
de superficie
HMC Factores de crecimiento Mobilizacién
4 Clase 1y IT 4 IE{;I de células
HGF madre
4 Inmunogeneicidad Al:tivacif:irl f:tmtinua Rese““:ﬂg'&g:p'tdml
sistema inmune
Generacion de
fibroblastos
v
matriz
Agudo > NCIR

P Figura 2. Mecanismos celulares y moleculares inducidos por la isquemia que conducen al rechazo
agudo y al desarrollo de nefropatia crénica del injerto renal (NCIR).

Adaptado de (Perico et al., 2004)

La isquemia afecta a la microcirculacion y, especialmente, a la célula endotelial,
responsable de la distribucion de nutrientes y oxigeno a las células epiteliales tubulares
contiguas. En el rifidn, las estructuras que mas se ven afectadas por la isquemia son el
segmento S3 de los tibulos proximales y el asa ascendente de Henle poco oxigenada en
condiciones fisioldgicas siendo, ademaés, la region en la que el flujo sanguineo se

reestablece mas tardiamente durante la reperfusion (Shanley et al., 1986).

El rifion reperfundido muestra entonces resistencias vasculares aumentadas, con
aumento en la resistencia vascular aferente, y reduccién de GFR por la pérdida del
gradiente de presion hidraulica transcapilar. Una parte de estos cambios fisiologicos
vienen mediados por la lesion de los tubulos renales, con obturacién por restos

celulares y pérdida de capacidad en la reabsorcién de sodio.
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Tabla 1. Estrategias para prevenir la lesion por isquemia-reperfusion

Adaptado de (Perico et al., 2004)

Soluciones de preservacion Antioxidantes
Wisconsin e Inhibidores de la NOS2
HTK o N-acetil-cisteina
Celsior
Sustancias vasoactivas Manipulacion del sistema HO
e Prostaciclina e Adicion de sustratos (CO, bilirrubina)
Péptido natriurético atrial e Induccion de la enzima

Antagonistas de la ET-1

Antiinflamatorios Factores de crecimiento
e  TNFo mAb e |IGF-1
e |nhibidores P-selectina e HGF
Inhibidores citoquinas (IL-1, IL-10,
IL-13, MCP-1)

Existen varias estrategias para minimizar el sindrome de isquemia-reperfusion. Se
recogen en la Tabla 1. En conjunto entran en las siguientes categorias: mejora de
soluciones de perfusion, la minimizacion de los tiempos de almacenaje de los 6rganos, y
otras, de momento experimentales, como el preacondicionamiento isquémico o la

administracion de factores de crecimiento o agentes antiinflamatorios.
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Respuesta celular a la hipoxia: Factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1)

La hipoxia actia como sefial de varios activadores trascripcionales como el factor
inducible por hipoxia-1 (HIF-1), el factor nuclear kB (NF-kB), la proteina activadora-1
(AP-1) o la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK), entre otras (D'Angio and

Finkelstein, 2000).

Nos centraremos a continuaciéon en HIF-1.

HIF-1 es un activador transcripcional implicado en la homeostasis del O.. Es una
proteina heterodimérica constituida por una subunidad-o. (HIF-10. o HIF-201) regulada
por oxigeno y una subunidad constitutiva HIF-18. La subunidad HIF-10 se expresa
constitucionalmente y es rapidamente degradada en presencia de oxigeno, funcionando

realmente como un sensor (Figura 3).

P Figura 3. Activacion de HIF-1 por
hipoxia.

En condiciones de normoxia, HIF-1
es ubiquitinada y degradada en el
proteosoma. En hipoxia, HIF-1a. es
estabilizada y translocada al nucleo,
donde dimeriza con HIF-18 (ARNT).
El heterodimero se une a los
elementos de respuesta a hipoxia
(HRE), promoviendo la transcripcion
de sus genes diana.

Prolil-hidroxilasas

-OH

von Hippel Lindau
(E3 ubiquitina ligasa)

Degradacion
en el
proteosoma

Adaptado de
(D'Angio and Finkelstein, 2000)
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En presencia de oxigeno, HIF-1a es hidroxilada en dos residuos prolina (Pro4o02 y
Pro564) por las hidroxilasas prolil-4-hidroxilasa y asparaginil hidroxilasa. La HIF
hidroxilada se une al complejo ubiquitina-ligasa por la proteina adaptadora von
Hipple-Lindau y es degradada via ubiquitina-proteosoma. Cuando la tensién de
oxigeno es insuficiente para las reacciones de hidroxilacion, HIF-10. no entra en la via
de hidroélisis, sino que se acopla a la subunidad HIF-1P. El heterodimero se une a los
elementos de respuesta a hipoxia (HRE) de sus promotores o estimuladores activando
la transcripcién de una serie de genes implicados en el metabolismo energético y del
hierro, matriz extracelular, homeostasis vascular y supervivencia celular. Una

representacion de ellos se recoge en la Tabla 2 y en la Figura 9.

Varios de estos genes estan implicados en la regeneracion renal tras el sindrome de
isquemia-reperfusion, como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y uno
de sus receptores (VERGFR1), la isoforma 3 de la familia del TGF-3, la hemoxigenasa-
1 (HO-1), la forma inducible de la 6xido nitrico sintasa (NOS2), el inhibidor del
activador del plasminogeno-1 (PAI-1) y la p21 entre otros. Como se vera mas adelante,
la importancia del NO generado tanto por la isoforma inducible NOS2 como por la
isoforma endotelial NOS3 y las sustancias derivadas del metabolismo de los grupos
hemo por la HO-1 (monéxido de carbono, biliverdina) ha sido reconocida en el ambito

del trasplante renal.

HIF en la fisiopatologia renal

En condiciones de normoxia no se detecta al factor de transcripcion HIF en ninguna
area del rifndn, incluida la médula renal, donde las tensiones de oxigeno son
particularmente bajas. La exposicién de animales de experimentacién a hipoxia
sistémica, origina la acumulacion de HIF-10. e HIF-20 en practicamente todos los tipos
celulares renales. HIF-10. se acumula en las células epiteliales tubulares, mientras que
HIF-20. lo hace en las células endoteliales de los capilares peritubulares, en los

fibroblastos y en el glomérulo (Rosenberger et al., 2002).

Se ha comprobado experimentalmente que otros insultos, como la hipoxia renal aguda
por isquemia-reperfusion (Rosenberger et al., 2002; Tanaka et al., 2004), el infarto

renal o el radiocontraste (Rosenberger et al., 2005) son inductores de HIF.
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Tabla 2. Genes regulados por HIF

Adaptado de (Maxwell, 2003)

Produccion de eritrocitos

Metabolismo del hierro

Tono y arquitectura vascular

Metabolismo energético

Proliferacion, diferenciacion

y
viabilidad celular

Regulacion del pH
Matriz extracelular
Autorregulacion

Eliminacién de xenobioéticos

| Eritropoyetina

Transferrina
Receptor para transferrina
Ceruloplasmina

VEGF

VEGFR1

Endoglina

Inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1)
Adrenomedulina

Endotelina-1

Oxido nitrico sintasa-2 (NOS2)

Hemoxigenasa-1 (HO-1)

Receptor adrenérgico-1p3

Transportadores de glucosa 1y 3
Hexoquinasa 1y 2
Isofructoquinasa L

Aldolasa Ay C
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Fosfoglicerato quinasa 1

Enolasa 1

Piruvato quinasa M

Lactato deshidrogenasa A
6-fosfofructo-2-quinasa

Fructosa 2,6 bifosfatasa 3

Proteinas de uniona IGF 1y 3
IGF-2

TGFB-3

p21

Nip3

Ciclina G2
Caspasa 9
Regulated in
1(RTP801)
Supresor del tumor de Wilms (Wt1)

Diferentiated embryo chondrocyte 1y 2 (DEC1 y -2)

development and DNA damage

| Anhidrasa carbonica 9
| Prolil-4-hidroxilasa-o.1
| CITED2

| multidrug-resistance transporter-1 (MDR1)

responses

La mayoria de efectos de HIF pertenecen a la adaptacion y proteccion celular frente a la

hipoxia, por lo que se ha sugerido que la induccién de HIF podria ser una potencial

estrategia de cara a la nefroproteccion. No obstante, la hipoxia es un potente estimulo

para la sintesis de colageno, de inhibidores de metaloproteasas y de TGF-$ (Basile,

1999). Se ha descrito en este sentido, que uno de los estimulos en la sintesis de TGF-j,

el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) esta, en parte, controlado por el
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sistema HIF (Higgins et al., 2004) por lo que las estrategias de induccion de HIF —los
inhibidores de las prolil-hidroxilasas (Warnecke et al., 2003), cloruro de cobalto
(Matsumoto et al., 2003), o transferencia génica (Manotham et al., 2005)— deberian

controlar este proceso.

Un papel adicional del sistema HIF es el reclutamiento y mantenimiento de células
madre en el rinén adulto. La médula renal es un nicho para células madre adultas
renales que pueden se movilizadas a diferentes zonas del rifion tras la lesion de las

células tubulares (Oliver et al., 2004).

A continuacién nos centraremos en tres factores regulados parcialmente por el sistema

HIF y que se han implicado en la fisiopatologia del trasplante renal.

Estos factores son: el VEGF, la HO-1y las isoformas de la NOS.
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Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF o VEGF-A) pertenece a una familia
de citoquinas multipotentes que incluyen a VEGF-B, -C, -D, -E y al factor de
crecimiento placentario (Ferrara et al., 2003). VEGF promueve la proliferaciéon y
diferenciacion endotelial, aumenta la permeabilidad vascular, media la vasodilatacion
dependiente de endotelio y, actuando como antiapoptotico, favorece supervivencia del
endotelio vascular. Asimismo, promueve la expresion de moléculas de adhesion y

quimiotaxis de monocitos (Takahashi and Shibuya, 2005b).

VEGF-A (o VEGF) presenta al menos nueve subtipos que se generan por splicing
alternativo — VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF165b,
VEGF183, VEGF189 y VEGF206. De entre estas isoformas, VEGF121, VEGF165 y VEGF
189 son las que principalmente se expresan. VEGF121 y VEGF165 son isoformas

excretadas, mientras que VEGF189 y VEGF206 se presentan asociadas a las células.

Las acciones de VEGF vienen mediadas por los receptores transmembrana tirosina
quinasa VEGFR-1 y VEGFR-2 (antes denominados Flt-1 y Flk-1/KDR). VEGFR-2
presenta menor afinidad y mayor actividad quinasa por VEGF que VEGFR-1. La
mayoria de acciones de VEGF vienen mediadas por VEGFR-2, que activa la fosfatidil 3-
quinasa y Akt, dando lugar a un aumento en la actividad de NOS3. VEGFR-1 actaa
principalmente como coreceptor. VRGFR-1 posee una variante soluble (sVEGFR-1) que

regula la disponibilidad del VEGF circulante (Schrijvers et al., 2004).

Uno de los principales mecanismos de accion de VEGF es la induccién de la isoforma
endotelial de la 6xido nitrico sintasa (NOS3) en las células endoteliales (Hood et al.,
1998). Del mismo modo, VEGF participa en el remodelado de matriz intersticial —por
medio de la induccion de la expresion del activador del plasminogeno y de PAI-1—y en

la quimiotaxis de monocitos (Takahashi and Shibuya, 2005a).

La expresion de VEGF viene estimulada por agentes ambientales como la hipoxia, el
estrés mecanico, los RLO y por un importante nimero de factores de crecimiento y
citoquinas como: TGF-B, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento insulinico tipo I

(IGF-I), la angiotensina IT (ANGII), o las interleuquinas (IL) -1y -6 (Johnson, 2000).
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VEGTF en la fisiologia renal

En el rifion, VEGF se expresa principalmente en los podocitos glomerulares y en los
tabulos distales y colectores, mientras que la expresion de VEGFR-1 y -2 es
predominante en areas preglomerulares, glomerulares y capilares peritubulares
(Schrijvers et al., 2004) . La funcién de VEGF en la fisiologia renal es poco conocida.
Estudios en modelos animales, en los que se ha suprimido el gen para VEGF, indican
que podria estar participando en el mantenimiento tanto de las fenestraciones de las
células endoteliales capilares glomerulares, como en la regulaciéon de la permeabilidad

glomerular (Eremina et al., 2003).

VEGF participa de manera significativa en la progresion de la patologia renal. En ésta
hay una pérdida progresiva de los capilares glomerulares y peritubulares encargados de
suministrar nutrientes. Tras la lesion por isquemia o hipoxia se produce una respuesta
ineficiente en la proliferacion de las células endoteliales, debida a la activacion del
sistema de coagulacion, que daria lugar a un colapso de los capilares provocando
glomerulosclerosis (Kitamura et al., 1998). Otros mediadores de muerte endotelial
serian la generacion de RLO y la ANGII. En el modelo de nefrectomia 5/6 se produce
un aumento en la proliferaciéon endotelial tanto peritubular como glomerular en las dos
primeras semanas, para en las siguientes ocho semanas disminuir por debajo de los

niveles basales con pérdida de capilares peritubulares y glomerulares.

La respuesta angiogénica inicial se debe a la liberacion de factores plaquetarios por
estrés de cizallamiento sobre las células endoteliales (que estimulan la produccion de
TGF-B1), por la secrecion de TGF-B1 y PDGF por las células mesangiales y de VEGF por
los podocitos que posteriormente difunde a través de la membrana basal glomerular

(Kang et al., 2001c; Lee et al., 1995; Wu et al., 1997).

La falta de reparacion endotelial, en un escenario de pérdida de endotelio, amplificaria
la patologia microvascular. En este sentido, la posterior disminucion de VEGF se
acompaina —como se vera mas adelante— de la apariciéon de un factor antiagionénico,
la trombospondina-1 (TSP-1) (Kang et al., 2001b). En ese mismo modelo experimental,
la administracion de VEGF121 en el momento de pérdida de células endoteliales: i)
protege al endotelio capilar, por aumento en la proliferacion y preservacion endotelial,
ii) reduce la fibrosis tubulointersticial (medida por deposiciéon de colageno III y

osteopontina), y iii) se incrementa la expresion de NOS3, un importante mediador de
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los efectos angiogénicos de VEGF (Ziche et al., 1997). No obstante, no se observan
mejoras en cuanto a la glomerulosclerosis, el infiltrado por macréfagos o la expresion
de TSP-1, posiblemente por la presencia de otros factores liberados por la ablacion

renal.

La regulacion de VEGF y TSP-1 inducida por TGF-B en el tabulo proximal parece estar
mediada por el sistema de senalizacion de las Smads (Figura 9) (Nakagawa et al.,
2004b; Woolf, 2004). En una serie de experimentos in vitro se ha comprobado que
TGF-f estimula la sintesis de VEGFR-1 y TSP-1 a través de Smadz2. El receptor soluble
VEGFR-1 actiia como factor antiangiogénico puesto que no trasduce la senal de VEGF.

De la misma manera, TGF-$ modularia la expresion de VEGF a través de Smads.

VEGTF en el trasplante renal

En un modelo de isquemia-reperfusion unicamente se observaron aumentos de
expresion de VEGFR-2 en capilares peritubulares y en células endoteliales
glomerulares. En las células tubulares se distingui6, sin embargo, una redistribucion de
VEGF desde el citoplasma hacia la membrana basolateral. Los autores de este estudio
sugieren que el VEGF, sintetizado previamente por las células epiteliales tubulares,
seria excretado hacia las células endoteliales peritubulares —que expresan VEGFR-2—
con el objetivo de mantener el flujo sanguineo capilar y asegurarse asi el aporte de
nutrientes y oxigeno (Kanellis et al., 2002).

Se ha relacionado el riesgo de sufrir episodios de rechazo agudo con la presencia de
ciertos polimorfismos en el gen que codifica para VEGF (Shahbazi et al., 2002).

El papel de VEGF en el rechazo crénico o la nefrotoxicidad por ciclosporina ha sido méas
estudiado. En modelos experimentales de nefrotoxicidad por ciclosporina, tanto el
mRNA como la proteina para VEGF, VEGFR-1 y VEGFR-2 se mostraron aumentadas
en los ttbulos proximales y distales y en algunos podocitos glomerulares. El
tratamiento con losartdn —un antagonista del receptor para ANGII— mejoro la fibrosis
intersticial, disminuyendo la expresion de VEGF (Shihab et al., 2002). En el rechazo
cronico, el aumento de expresion de VEGF se produce en los podocitos, en areas
tubulointersticiales —seguramente por macrofagos— y en células mesangiales y
endoteliales. Esta respuesta es consecuencia de la hipoxia generada por la reduccion del

flujo sanguineo renal (Schrijvers et al., 2004).
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Hemoxigenasa-1 (HO)

La hemoxigenasa es la enzima encargada de degradar los grupos hemo provenientes del
metabolismo de citocromos, peroxidasas, catalasas, o hemoglobina. El grupo hemo es
prooxidante, la toxicidad mediada por los grupos hemo es especialmente relevante para
el rifidn, ya que se pueden acumular importantes cantidades tras lesiones isquémicas o
nefrotoxicas. Asimismo, el rinoén puede sufrir los efectos de hemo generado durante la
rabdomiolisis o la hemolisis (Gonzalez-Michaca et al., 2004). El grupo hemo es
liposoluble, atraviesa las membranas celulares atacando la membrana lipidica, el

citoesqueleto y el DNA (Hebbel and Eaton, 1989).

Se han descrito tres isoformas de HO: la isoforma inducible (HO-1, ~32-kDa) es de
localizacién en los microsomal; la isoforma constitutiva (HO-2, ~36-kDa) mas
abundante en condiciones fisiologicas y que se localiza en la mitocondria; y una tercera
isoforma mas elusiva (HO-3, ~33-kDa), que comparte 90% de identidad con HO-2.
HO-1 se distribuye de forma ubicua en todos los tejidos, mientras que HO-2 se expresa

fundamentalmente en cerebro, rifidn, higado, y endotelio (Agarwal and Nick, 2000).

La actividad de la enzima se muestra en la Figura 4. HO-1 libera cantidades
equimolares de Fe3+, biliverdina y monodxido de carbono (CO) cada uno de ellos con

propiedades citoprotectoras. Se enumeran a continuacion (Katori et al., 2002):

i.  El CO es vasodilatador, antiapoptdtico y antiinflamatorio.

ii. ~ La biliverdina, y su producto de degradacion por la biliverdina reductasa,
la bilirrubina, poseen propiedades antioxidantes y citoprotectoras
anulando a los radicales peroxi e inhibiendo la peroxidacién lipidica.

ii.  La ferritina es coestimulada conjuntamente con la HO-1 con tal de

secuestrar al hierro libre.

Cada uno de estos productos pueden ser nocivos si se generan por una sobreactivividad
de la HO-1. El CO en exceso estimula la generacion de radicales libres por las
mitocondrias, mientras que el hierro puede catalizar la generacion de nuevos radicales
libres (Sikorski et al., 2004), por lo que se ha sugerido que una actividad 6ptima de
HO-1 seria citoprotectora, mientras que su sobreexpresion acrecentaria la lesion

tisular.
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P Figura 4. Reaccion catalizada por la HO-1.
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La inducciéon de la HO-1 es un proceso complejo, dependiente del tipo celular y de
factores de crecimiento. Igualmente son estimulos: la hipoxia, la isquemia-reperfusion

y el estrés por temperatura (Ryter et al., 2006).

HO-1 en la fisiopatologia renal

La importancia de la HO-1 en la fisiologia renal se ha estudiado basicamente en
animales knockout. Los ratones HO-1/-, aunque viables, presentan deposiciones de
hierro en los tibulos corticales renales y en el higado. Asimismo, muestran sintomas de
inflamacion cronica como esplenomegalia, linfadenopatia, inflamaci6én periportal

hepética y, en algunos casos, glomerulonefritis (Poss and Tonegawa, 1997).

Este modelo experimental se ha aplicado al estudio del fallo renal agudo por
administracion de glicerol —con una mortalidad del 100% de los animales knockout
(Nath et al., 2000)— y por induccién con cisplatino, en el que se observd una mayor
frecuencia de apotoptosis y necrosis comparado tanto con los animales heterocigotos

como con los salvajes tratados con cisplatino (Shiraishi et al., 2000).
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Existe un caso clinico de deficiencia de HO-1 (Yachie et al., 1999). El paciente
presentaba anemia, niveles aumentados de ferritina, deposicion tisular de hierro,
linfoadenopatia y leucocitosis. Se detectaron, de manera equivalente al raton knockout,

deposiciones de hierro en el epitelio de los tibulos proximales.

Muchos de los estimulos celulares de la HO-1 juegan un papel primordial como
mediadores del fallo renal agudo —hemo, NO, factores de crecimiento, citoquinas,
ANGII— por lo que se ha propuesto que estos factores estimularian la actividad de HO-
1 en respuesta a la lesion renal (Figura 5). En estudios de induccion de HO-1 en células
renales proximales humanas, los grupos hemo y el NO fueron los inductores
transcripcionales mas potentes de HO-1. El grupo hemo, no es inicamente el sustrato
de la enzima HO-1, sino que también promueve su transcripcion tanto in vitro como in

vivo (Sikorski et al., 2004).

El NO, como se vera mas adelante, juega un papel dual en la patologia renal ya que
puede aliviar o acentuar la lesion en funcién de su localizacion y de la cantidad
generada. NO induce a la enzima HO-1 (Bouton and Demple, 2000) en multiples tipos
celulares que abarcan desde endoteliales y vasculares musculares lisas (VSMC)
(Durante et al., 1997), hasta renales, tanto tubulares (Liang et al., 2000) como
mesangiales (Datta and Lianos, 1999). La induccion de la HO-1 por los donadores de
NO parece venir mediada por mecanismos transcripcionales (Durante et al., 1997) y de

estabilidad de su mRNA (Bouton and Demple, 2000).

El TGF-B también est4d implicado en la regulacion de la HO-1. Como se expone
posteriormente, TGF- participa en la fisiopatologia renal, por un lado ejerciendo como
proinflamatorio y estimulando la deposicion de matriz extracelular, y por otro lado,
atenuando la lesion por sus propiedades antiinflamatorias y de inducciéon de genes
citoprotectores como la HO-1. Esta induccién ha sido descrita en células epiteliales
humanas pulmonares y renales proximales (Hill-Kapturczak et al., 2000). Se considera
que el aumento de HO-1 podria contrarrestar los efectos nocivos de TGF-f. En células
epiteliales renales humanas vendria mediada por la via de senalizacion de las Smads
(Figura 9) (Hill-Kapturczak et al., 2000). Otras vias de senalizacion de TGF-f, como la
p38 MAPK, inducirian la expresion de HO-1 por TGF-B en células epiteliales

pulmonares (Ning et al., 2002).
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Otros factores de crecimiento, como el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF)
—que promueve la regeneracion de células epiteliales renales— podria estar

estimulando la sintesis de HO-1 a través de HIF-1 (Tacchini et al., 2001).

> Figura . Inductores de la HO-1. Isquemia-reperfusion Nefrotoxicos Sepsis

Estimulos como los grupos hemo, el NO, GlOHlBFUlUHBfI'ltIS Rechazo c':lgl.ldO
citoquinas, factores de crecimiento, ANGII o la O

hipoxia estan implicados en la patologia renal R&bd[}mlﬂllSlS
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'

Citoproteccion

Adaptado de (Sikorski et al., 2004).

La ANGII es de igual forma una potente inductora de HO-1 tanto in vitro (células
epiteliales proximales tubulares y mesangiales) como in vivo (Aizawa et al., 2000;
Haugen et al., 2000). Aparte de su relevancia en el control de la presion arterial, la
ANGII activa diversas cascadas de citoquinas, factores de crecimiento y estimula la
generacion de RLO (Wolf et al., 2003). El aumento de HO-1 inducido por la ANGII no
parece estar relacionado con la elevacion de la presion arterial, ya que la HO-1 no se
induce ni por infusion de norepinefrina (Aizawa et al., 2000), ni en modelos animales
de hipertension arterial (Haugen et al., 2000). La proteinuria y la disminucién de la
GFR inducidas por ANGII pueden ser revertidas por la estimulacion de la HO-1 con
hemina, mientras que la inhibiciéon de HO-1 promueve un empeoramiento de la GFR y

de la proteinuria (Abraham and Kappas, 2005).

Citoquinas proinflamatorias (TNF-o, IL-18) y antiinflamatorias (IL-10, IL-13) inducen

la expresion de HO-1 dependiendo del tipo celular (Sikorski et al., 2004).
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HO-1 en el trasplante renal

La isquemia-reperfusion no tnicamente puede provocar disfunciéon en el inmediato

postrasplante, sino que puede afectar al desarrollo de NCIR. La sobreexpresion de HO-

1 inducida por un adenovirus conteniendo el cDNA para HO-1 en un modelo de

trasplante isogénico, mejor6 los indices de NTA y glomerulosclesosis, asi como la

normalizacion de los niveles de creatinina (Blydt-Hansen et al., 2003). Igualmente, se

ha descrito una mejora en la funciéon y supervivencia del injerto en modelos de

trasplante renal alogénico tratados con protoporfirina de cobalto, un inhibidor de la

degradacion de HIF (Tullius et al., 2002).

Los efectos citoprotectores de la HO-1 en el ambito del trasplante renal se extienden

desde su funcion antioxidante hasta el control del ciclo celular:

i

1il.

Antioxidante: durante la reperfusion, la mayoria de células se dafan por la
generacion de RLO, generando respuesta proinflamatoria. La actividad de la HO-
1, catabolizando los grupos hemo, estaria participando en la prevencion de lesion
por isquemia-reperfusiéon ya que durante este proceso la enzima consume tres
moléculas de oxigeno y siete electrones, reduciendo el stress oxidativo (Maines,
1997). La bileverdina y la bilirrubina, asimismo, actian secuestrando otros

radicales como el hidroxilo o los peréxidos lipidicos.

Mantenimiento de la microcirculacion: el CO es un regulador del tono vascular de
manera similar a como lo hace el NO, difundiendo desde el endotelio hacia las
VSMC y aumentando sus niveles intracelulares de ¢cGMP. La HO-1 estaria
contrarrestando la vasoconstriccion que ocurre durante la reperfusion (Duckers et
al., 2001) e inhibiendo la trombosis microvascular, pues el CO posee propiedades

antiagregantes (Brune and Ullrich, 1987).

Descenso en la apoptosis mediada por la expresion de genes antiaopoptoticos
—Bcl-2 y Bag-1 (Brouard et al., 2000)— vy citoprotectores —VEGF,

eritropoyetina, Glut-1 (Matsumoto et al., 2003).
La hipoxia prolongada, que se puede presentar por vasoconstriccion mediada por

CsA, promueve el remodelado vascular, potenciando la proliferacion de las VSMC

y la deposicion de matriz extracelular. Se ha comprobado experimentalmente que
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HO-1 inhibe la proliferacion de estas células mediante la regulaciéon de p21

(Duckers et al., 2001), un inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CDK).

v. Funcion antiinflamatoria: reduciendo el infiltrado de leucocitos al injerto renal

(Tullius et al., 2002) e inactivando NOS2 (Coito et al., 2002).
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Oxido nitrico sintasa (NOS)

El 6xido nitrico (NO) es un regulador clave de las funciones vasculares, que juega un

papel crucial en la fisiopatologia renal.

En 1980, Furchgott y Zawadzki, usando tiras de aorta en un bafio de oOrganos,
descubrieron que el endotelio de los vasos era esencial para el efecto vasodilatador de la
acetilcolina. Evidenciaron que este efecto era debido a una sustancia a la que
denominaron factor relajante derivado del endotelio (EDRF) (Furchgott and Zawadzki,
1980). En 1987, Moncada y colaboradores demostraron que este factor era el NO

(Palmer et al., 1987) .

El NO es un gas incoloro, escasamente soluble en agua y facilmente oxidable
(Bachmann and Mundel, 1994). La molécula de NO contiene un electréon no apareado
en su capa exterior, por lo que posee caracteristicas de radical. Esto explica su elevada
reactividad y su tendencia a la uniéon a hemoproteinas reducidas. El NO es inestable y
se oxida, en presencia de oxigeno y agua, hacia nitrito y nitrato, que son sus metabolitos
estables. Su vida media es de 3 a 6 segundos, siendo el nitrito el producto méas

abundante de su descomposicion.

En respuesta a estimulos fisiologicos y patologicos, el NO es sintetizado desde la L-
arginina en varios tipos celulares. Su sintesis viene catalizada por varias enzimas, que
en conjunto, se denominan sintasas del 6xido nitrico (NOS). Se han caracterizado tres
isoformas de la enzima: la neuronal (NOS1 o nNOS), la inducible (NOS2 o iNOS) y la
endotelial (NOS3 o0 eNOS). Comparten un alto grado de homologia, unos dominios muy

similares y las mismas propiedades cataliticas (Marletta, 1993).

Todas las NOS exhiben un dominio oxigenasa N-terminal unido a un dominio
reductasa C-terminal a través del dominio de union a calcio-calmodulina. El dominio
reductasa contiene sitios para NADPH, mononucleétidos de flavina (FMN),
dinucleotidos flavina-adenina (FAD) y calmodulina, mientras que el dominio oxidasa
contiene un grupo hemo y sitios de union para tetrahidrobiopterina (BH4) y L-
arginina. Para la sintesis de NO, los electrones derivados del NADPH son transferidos
desde las flavinas del dominio reductasa al hierro del grupo hemo del dominio

oxigenasa. Esto provoca la reduccion del hierro, permitiendo la activacion del oxigeno.
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Este oxigeno activado se inserta entonces en la L-arginina para formar un

intermediario, el N®-hidroxil L-arginina, a partir del cual se generan L-citrulina y el NO

por medio de una reaccion de oxigenacion (Marletta, 1993).

Las isoformas de la NOS presentan distinta distribucion y mecanismos de regulacion

dependiendo del tipo celular y del estimulo:

il.

iii.

NOS1 (~160-kDa) se expresa en neuronas del sistema nervioso y en el
musculo cardiaco y esquelético. Posee un dominio de unién a otras
proteinas citosolicas que no esta presente en NOS2 o en NOS3. Viene

regulada por activacion neuronal e hipoxia (Forstermann et al., 1995).

NOS2 es una proteina de ~130-kDa, ubicua y de localizacion citosolica. En
células en reposo, su expresion basal es ausente o a muy bajo nivel, pero
su expresion se estimula en gran medida cuando la célula es inducida por
citoquinas y endotoxinas. La NOS2 presenta una gran actividad por su
gran afinidad al calcio-calmodulina. Asi, a diferencia de NOS3 o NOS1, la
actividad de NOS2 viene regulada basicamente a nivel transcripcional. La
region reguladora del gen que codifica para NOS2 presenta elementos
reguladores para INF-y, varias citoquinas y lipopolisacarido bacteriano.
NOSz2 se estimula pues por estos factores y por estimulos como la hipoxia
y los RLO. Su induccién es muy intensa, el NO generado por la NOS2 esta
tres 6rdenes de magnitud por encima de la generada por NOS3 (Figura 6).
Esta elevada expresion de NO, que permite matar microorganismos

invasores, puede causar de lesion tisular (Forstermann et al., 1995).

NOS3 es una proteina de ~130-kDa que se expresa constitutivamente en
las células endoteliales vasculares. Es la tinica NOS presente en la
membrana celular. Se localiza en caveolas, donde esta unida a las
caveolinas-1 y -3. La NOS3 unida a caveolina es cataliticamente inactiva.
Se activa por el aumento de Ca2* intracelular que se une a la calmodulina
para desplazar a la caveolina y activar a la NOS3. La expresion de NOS3
viene regulada por el ejercicio fisico continuado, el estrés por

cizallamiento, los estrogenos y la lipofosfatidilcolina (Wu, 2002).
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NO ejerce una multiplicidad de acciones (Marletta, 1993):

i. Inhibe la proliferaciéon de las VSMC.
ii. Induce vasorelajacion.
iii. Aumenta el flujo sanguineo tisular.
. Inhibe la activacion plaquetaria.
v. Inhibe la activacion leucocitaria.
vi. Modula la secrecion de hormonas.
vii. Modula la transmision sinaptica.
viii. Estimula la inmunidad inespecifica contra microorganismos y

células cancerosas.

Todas estas acciones vienen mediadas por la activacion de la guanilato ciclasa soluble
(sGC) en las células diana. El NO se une al grupo hemo de la sGC activandola y
catalizando la conversion de GTP a GMPc que se acumula en el citosol. El GMPc activa
una serie de protein-quinasas dependientes de GMPc, y otras quinasas, responsables de
los efectos del NO.

NO en la fisiopatologia renal

NOS3 se localiza en la macula densa, en los vasos preglomerulares, en los tabulos
colectores, en el asa de Henle y en los glomérulos mientras que NOS2 lo hace en
tabulos colectores, proximales y distales, asa de Henle y glomérulos (Bachmann and

Mundel, 1994).

En el rinon, el NO interviene en la regulacion de las funciones hemodinamicas y
excretoras. Es un importante regulador del tono vascular glomerular y del coeficiente
de ultrafiltracion de los capilares glomerulares. La reduccion de la sintesis de NO
provoca un aumento de reabsorciéon tubular de sodio y agua. El descenso de NO
provoca un aumento de la actividad renina plasmatica y de los niveles intrarrenales de
ANGII. La actividad de la NOS3 es mucho mayor en la médula que en la corteza. La
disminucioén de su sintesis provocaria una caida del flujo medular que llevaria a un
mayor gradiente osmotico en la médula con aumento en la reabsorciéon de sodio y agua

(Bachmann and Mundel, 1994; King and Brenner, 1991).
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Accioén pro-apoptética
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» Figura 6. Efectos del NO.

Los efectos del NO dependen de su concentracion, del lugar de localizacion y de la duracion de la accion.
La generacién de NO por la NOS3 es pulsatil. NOS2 presenta una gran actividad, la produccion de NO es
ademas sostenida. NOS2, dependiendo del contexto celular, puede provocar una gran cantidad de
efectos.

Adaptado de (Goligorsky et al., 2002)

Al tener un electron no pareado en su estructura quimica, puede aceptar electrones y
actuar como aceptor del anidon superdxido generando peroxinitrito. El peroxinitrito es
causante de lesiones por su actividad oxidante y de nitracion en residuos tirosina de las
proteinas (Radi et al., 2001). La generacion de peroxinitrito en el rifion se ha implicado
en la lesion por isquemia-reperfusion (Lieberthal, 1998; Walker et al., 2000). Su
generacion impide la adhesion de la membrana celular tubular a la membrana basal,
colaborando, en consecuencia, en la obstruccion tubular (Wangsiripaisan et al., 1999).
La inhibicion de la expresion o de la actividad de NOS2, puede mejorar la lesion por
isquemia-reperfusion, lo que apunta al NO generado por NOS2 como agente pernicioso
en la isquemia renal (Chatterjee et al., 2002; Ling et al., 1999; Noiri et al., 1996). Este
NO generado por NOS2, conjuntamente con la formacion de sustancias
proinflamatorias (TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-8), de moléculas de adhesion (VCAM-1,
ICAM-1) por el endotelio y los neutrofilos, de sustancias vasoactivas y RLO contribuyen
ala NTA (Lieberthal, 1998; Nath and Norby, 2000; Weight et al., 1996).
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Prevalece, sin embargo, una gran controversia sobre el papel del NO en el dafio por
isquemia-reperfusion. Los primeros estudios sugerian que la inhibicion de todas las
isoformas de la NOS con agentes no selectivos (como la Né-monometil-L-arginina, L-
NMMA) causaba excesiva vasoconstriccion —empeorando la lesion— por inhibicion de
simultanea de la NOS3 (Chintala et al., 1993). En el rinén, L-NAME (NG¢-nitro-L-
arginina metil ester) un inhibidor de las tres isoformas de NOS, incrementa la presion
arterial sistémica y provoca cambios en la hemodindmica renal y en la funcién tubular.
La administracion crénica de L-NAME produce fibrosis y glomerulosclerosis (Baylis et
al., 1992). La administracion de donadores de NO, o sobreexpresion de NOS3, protege
al tejido frente a la isquemia-reperfusion (Albrecht et al., 2003). Sorprendentemente,
NOS2 es uno de los componentes responsables del pre-acondicionamiento isquémico:
treinta minutos de isquemia previa inducen a NOS2 y NOS3 participando en los efectos

beneficiosos a largo plazo de esta maniobra quirtrgica (Park et al., 2003).

En consecuencia, se ha sugerido que el NO generado en grandes cantidades por la
NOS2 seria un agente toxico, mientras que el NO generado por la NOS3 tendria

propiedades citoprotectoras (Figura 6)(Albrecht et al., 2003).

El raton knockout para NOS3 se desarroll6 inicialmente para el estudio de NOS3 en la
hipertension. Estos ratones, ademés de ser hipertensos, tienen alterada su capacidad
vasorelajadora, con proliferacion de la neointima. Presentan asimismo poca capacidad
cicatrizante e insuficiente respuesta a estimulos angiogénicos (Lee et al., 1999). Los
injertos aodrticos de ratones NOS3 /- muestran engrosamiento intimal, deposicién de
lipidos y un mayor infiltrado mononuclear (Lee et al., 2000). Del mismo modo, la
induccion de glomerulonefritis en este modelo comporta un mayor infiltrado por

neutrofilos y trombosis capilar (Heeringa et al., 2000).

En la nefropatia diabética, la hiperglicemia contribuye al aumento de TGF-B1 que se
observa en estos pacientes. Uno de los mecanismos propuestos por los que la glucosa
participaria en la regulaciéon de la actividad de TGF-B1 es modulando su principal
activador, la trombospondina-1 (TSP-1). La hiperglicemia inhibe la biodisponibilidad

de NO, y niveles sub6ptimos de NO provocan aumentos en TGF-f1 (Wang et al., 2002).
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NO en el trasplante renal

Como hemos ido viendo, la lesién endotelial postrasplante (o post-isquemia) induce
una respuesta inflamatoria por neutréfilos, macréfagos, plaquetas y células T

aloactivadas.

El reclutamiento de estas células T y de células efectoras, viene mediada por la
liberaciéon de citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesiéon de los leucocitos al
endotelio. Las alteraciones en las uniones endoteliales estan mediadas por factores
leucocitarios como la trombina, la bradiquinina, la histamina, el VEGF y otras
citoquinas. Uno de los reguladores es el NO. Se ha comprobado que el pretratamiento
con inhibidores de las NOS inhibe la respuesta a VEGF, alterando la permeabilidad
vascular (Fukumura et al., 2001). El NO generado por NOS2 estimula la sintesis de
VEGF por las VSMC y las células T. La inhibicion de la expresion de la NOS2 mejora o
previene las lesiones por isquemia-reperfusion de los tabulos proximales. El inhibidor
selectivo GW244150, reduce el grado de disfuncién renal y de generacion de

peroxinitrito tras la isquemia-reperfusion (Walker et al., 2000).

Son muy comunes los cambios vasculares parecidos a aterosclerosis en los pacientes
con NCIR. Se ha encontrado expresiéon de NOS2 en VSMC, macrofagos y linfocitos de
estos pacientes (Albrecht et al., 2002). Se ha reportado una disminucién en la
expresion en de NOS3 en episodios de rechazo agudo (Albrecht et al., 2000). Una
expresion declinada y prolongada de NOS3, por disfuncién endotelial, podria ayudar a
explicar la fuerte relaciéon que existe entre los episodios de rechazo agudo y el sucesivo
desarrollo de NCIR (Albrecht et al., 2003).
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Regeneracion epitelial tubular: Factor transformante del crecimiento-§1

Las células epiteliales tienen una gran capacidad de recuperarse completamente de una
lesion grave. La regeneracion de las células epiteliales perdidas viene mediada por una
compleja red de factores de crecimiento como IGF-I, EGF y HGF. Sus efectos se
expanden desde el rescate de la muerte celular, a la induccion de proliferacion

(Johnson, 2000).

En pocos dias tras la lesion, una serie de células inmaduras progenitoras que se hallan
en el rifidon son las responsables de multiplicarse y diferenciarse a células tubulares
durante la regeneracion. En modelos animales, las areas de mayor reparaciéon se
observan en los tabulos proximales de la médula externa, donde la lesion es mas
aparente. Inicialmente, estas areas se repoblan de células poco diferenciadas que tienen
propiedades de precursores epiteliales: borde en cepillo poco diferenciado, expresiéon
de vimentina y escasa regulacion del factor de transcripcion kid-1 (Witzgall et al.,
1998). Estas células tienen dos origenes: células madre mesenquimales y
desdiferenciacion de las epiteliales existentes. Se ha descartado una movilizacion de
células madre de la médula 6sea (BMSC), corroborando el origen intrinseco de la
reparacion renal (Duffield et al., 2005). Se piensa que, en esta reepitelizacion, algunas
células precursoras se pueden diferenciar a fibroblastos y que otras alterarian sus
capacidades de proliferacion y se sintesis de matriz alteradas, iniciando cambios
fibréticos en el injerto (Figura 8) (Azuma et al., 1997). Estos cambios, asociados a la
lesion endotelial, pueden hacer perder un nimero variable de nefronas que activaria a
su vez los mecanismos de pérdida acelerada de nefronas iniciada por la pérdida de
masa renal impuesta por el trasplante. Esto apoya al hecho que la DGF tras el
trasplante es un factor de riesgo para la pérdida del injerto a largo plazo (Perico et al.,

2004).

El factor transformante del crecimiento-f1 (TGF-B1) es un factor de crecimiento que
media muchos de los eventos que ocurren en las fases de reparacion renal (Border et
al., 1995; Sharma and Ziyadeh, 1993). Posee gran importancia en la homeostasis de la
matriz extracelular (Border et al., 1994; Riser et al., 1992), actuando como sustancia
pro y antiinflamatoria en funcion del sitio y periodo de expresion (Ashcroft, 1999;

Cerwenka and Swain, 1999; Lebman and Edmiston, 1999). Esta, asimismo, implicado

-37 -



en el desarrollo de patologia renal fibrdtica como la glomeruloesclerosis (Border et al.,
1990), la nefropatia diabética (Yamamoto et al., 1993) y, en el ambito del trasplante
renal, en el desarrollo de NCIR (Sharma et al., 1996), siendo esta tltima la principal

causa de pérdida del injerto a largo plazo (Chapman et al., 2005).

Es, sin embargo, un sistema de gran importancia en la restauracion de la funcion renal
tras la isquemia-reperfusion. Se ha sugerido que TGF-§ participaria en la reparacion
renal regenerando la matriz extracelular, un paso crucial para la reepitelizacion tubular

(Basile et al., 1996; Basile et al., 1998).

La superfamilia del TGF-f est4a formada por un gran grupo de proteinas extracelulares
que participan en el crecimiento, diferenciacion y homeostasis celular y que incluyen a
TGF-B, a las proteinas morfogénicas del hueso (BMPs) y a las activinas (Prieto et al.,
2002; Sporn and Roberts, 1992). La subfamilia de TGF-f3 estd compuesta por cinco
miembros, tres de los cuales se encuentran en mamiferos y que comparten un 70% de
homologia. Estas tres isoformas, TGF-f1, TGF-B2 y TGF-B3 vienen codificadas en las
regiones cromosémicas humanas 19q13, 14q1 y 14q24, respectivamente. Las diferencias
entre las tres isoformas se deben a su funcién y a su control transcripcional. Mientras
que TGF-B1 se involucra en respuesta celular a la lesion tisular, las isoformas TGF-f2 y
-B3 participan en procesos fisioldgicos como el control hormonal o el desarrollo (Jerkic
et al., 2004). El promotor de TGF-B1 carece de caja TATAA, aunque posee otros sitios
de union para los factores de transcripcion AP-1, Egr-1 o Sp-1 (Shi and Massague,
2003). Estas propiedades hacen que TGF-f1 se exprese principalmente durante los

procesos de reparacion, estrés o carcinogénesis.

El TGF-B1 (~25-kD) deriva de un precursor largo, que se escinde para producir un
péptido carboxi-terminal. El homodimero de este péptido estd asociado de manera no
covalente con un dimero del propéptido amino terminal procesado denominado LAP
(Massague, 1990). El complejo latente de TGF-$ excretado, es incapaz de unirse a los
receptores de TGF-B hasta que el péptido biologicamente activo se disocia de LAP.
Varios factores, entre los que se encuentran las alteraciones en el pH y diversas enzimas
como la furina y la trombospondina, son capaces de liberar el TGF-f3 de este complejo
(Khalil, 1999). El TGF-B activo también puede ser inhibido por factores locales, tales
como el proteoglicano decorina, al que se asocia de modo reversible (Massague, 1990).

El complejo latente del TGF-B, que esta compuesto por el LAP-TGF-B y por la proteina
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de union al TGF-B latente (LTBP) fue identificado en los glomérulos renales (Border et

al., 1992).

Los receptores para TGF- son glicoproteinas transmembrana con un dominio serina-
treonina quinasa, un dominio transmembrana y un dltimo dominio extracelular. Se
distinguen tres subgrupos: los receptores de tipo I (TGFBRI), de tipo IT (TGFBRII) y de
tipo III (TGFBRII) que hetererodimerizan para la transduccion de la seiial. Los TGFBRI
presentan un dominio con residuos glicina y serina repetidos (dominio GS). Es en este
dominio donde se produce la fosforilacion de TGFBRI dependiente de ligando. Esta
fosfoliracion la lleva a cabo TGFBRII, que es un receptor con actividad quinasa. En
ausencia de TGF-f, los receptores se encuentran en la membrana como homémeros
independientes. Cuando TGF-f se une a TGFBII, se produce el reclutamiento de TGFBI
forméandose el complejo TGF-B-TGFBRI-TGFBRII. En este complejo, TGFBRII fosforila
al TGFBRI en el dominio GS, lo que desencadena una serie de fosforilaciones en cadena

que produciran la respuesta a TGF-f3 (Massague, 1998).

El tercer tipo, el TGFBRIII, comprende dos proteinas relacionadas, el betaglicano y la
endoglina. El betaglicano es un proteoglicano que se encuentra en la membrana y que
tiene gran afinidad por las distintas isoformas de TGF-B, pero es incapaz de activar la
senalizacion. El betaglicano presenta TGF-B a TGFBRII. En ausencia de betaglicano, los
TGFBRII muestran mayor afinidad por TGF-f1 y TGF-f3 y menor para TGF-B2. En
presencia de betaglicano, las tres isoformas presentan una alta afinidad para el
TGFBRII (Massague, 1998). La endoglina se expresa en el endotelio vascular actuando
como TGFBRIII, esta proteina esti sobreexpresada en la enfermedad renal cronica y en
fibrosis renal. El aumento de expresion de endoglina en estas situaciones podria
relacionarse con un potencial mecanismo defensivo de los efectos fibrogénicos de TGF-

B1 (Rodriguez-Pena et al., 2001).

La propagacion de la senal se realiza a través de las proteinas Smads (drosophila gene
mothers against decapentaplegic), que se activan por fosforilacion (Massague, 1998).
Las Smads se clasifican en Smads reguladas por receptor (R-Smads), mediadoras
comunes (Co-Smads) e inhibidoras (I-Smads). Las R-Smads proporcionan la
especificidad de la respuesta biologica. TGF-f activa, a través del TGFBRI, a Smad-2y -

3. Una vez fosforiladas, las R-Smads forman un heterodimero con las Co-Smads en el
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citoplasma celular, este grupo esta representado por Smad-4. El heterodimero se

trasloca al nucleo, donde actiian como factores de transcripcion (Miyazono, 2000) :

i. Uniéndose directamente a secuencias diana de DNA.

ii. Mediante la interaccion con otras proteinas de unién al DNA, provocando un
aumento en su especificidad (son ejemplos FAST1, AP-1, TFE-3, el receptor de
glucocorticoides y el de la vitamina D).

ii. Reclutando co-activadores (p300/CBF) o co-represores (c-ski, SnoN) que se unen

simultadneamente a varios factores de transcripcion integrando senales.

Por ultimo, las I-Smads (Smad-6 y -7), de localizacion nuclear, se trastocan al
citoplasma tras la activacion de la via. Smad-7 antagoniza la acciéon de TGF-B, evitando

la fosforilacion de las R-Smads por los TGFBRI.

TGF-B se sintetiza y secreta en una forma latente inactiva. Mas adelante se describira
como uno de los principales activadores de TGF-B1 in vivo en el ambito renal es la
trombospondina-1 (TSP-1). TSP-1 es una proteina matricelular presente en plaquetas,
macrofagos y células mesangiales con miultiples funciones como, aparte de la activacion
no proteolitica de TGF-B, las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular
participando en el fenotipo celular. Asimismo, la TSP-1 actia como sustancia
proapoptotica. En este sentido, se ha descrito a nivel renal correlacion entre la pérdida
de capilares peritubulares, la presencia de TSP-1y la pérdida de VEGF en modelos de
patologia renal crénica como la nefrectomia 5/6 o en el rifidn afioso (Kang et al., 2002).
No hay, sin embargo, datos respecto al patréon de expresion de TSP-1 en el inmediato

postrasplante renal.

TGF-B en la fisiopatologia renal

TGF-B tiene propiedades hipertroficas, proliferativas y antiproliferativas. Es
hipertréfico para la célula mesangial, las VSMC y las epiteliales tubulares (Choi et al.,
1993; Owens et al., 1988). La hipertrofia de las células mesangiales —entendida como
un aumento en el volumen celular, pero no en su nimero— ocurre durante la
nefropatia diabética y es anterior a la glomerulosclerosis. Los efectos hipertroficos, pero
no los antiproliferativos de TGF-B1 estan mediados por p21 y p27 (Monkawa et al.,

2002). En cuanto a la proliferacion celular, tiene un efecto bifasico sobre el crecimiento
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mesangial ya que lo potencia a bajas concentraciones y lo inhibe a altas (Branton and
Kopp, 1999). TGF-B1 es un potente mitégeno para los fibroblastos (Kothapalli et al.,
1997).

TGF-B reprime la adhesion y transmigracién de neutroéfilos al endotelio (Gamble and
Vadas, 1988). También inhibe la proliferacion de monocitos y linfocitos (Ashcroft,
1999; Lebman and Edmiston, 1999). De hecho, actuando como antiinflamatorio
prepara la reparacion tisular. Esto se relaciona con el papel que juega en el recambio de
la matriz extracelular. Los fibroblastos son estimulados por TGF-$ para sintetizar
proteinas de matriz extracelular (como colageno, fibronectina, proteoglicanos) e
inhibiendo la degradacion de la matriz por induccion de enzimas proteoliticas o por
aumento de los niveles locales de sus inhibidores especificos (como el inhibidor tisular

de metaloproteasas-1 (TIMP-1) y PAI-1) (Branton and Kopp, 1999).

La mayoria de las células mesangiales derivan de células de la musculatura lisa y el
mesangio se comporta, en muchos aspectos, como la musculatura lisa vascular. Dentro
de las interacciones del TGF-B con la musculatura lisa vascular se encuentra la

inhibicion de la expresion de NOS2 (Vodovotz et al., 1996).

Por otro lado, este péptido también actia mediante una regulacion funcional
preventiva en el rifon. TGF-P presenta actividad en la inhibicién de la citotoxicidad
renal por las células T. De hecho, la expresion aumentada del TGF-B en algunas
enfermedades renales puede proteger frente a una posible infiltracion linfocitica que

pudiera ocurrir como respuesta a la agresion (Kanamaru et al., 2001)
Se ha probado que la hiperglicemia promueve la sintesis y expresion del TGF-B
contribuyendo al desarrollo y progresion de la nefropatia diabética (Ziyadeh, 2004).
A continuacion se recapitulan algunas de las principales funciones de TGF-f :
i.  En funcion del sitio y momento de expresion, actiia como agente
proliferativo o antiproliferativo, ejerciendo en nuestro ambito como

inmunosupresor (Ashcroft, 1999; Cerwenka and Swain, 1999; Lebman

and Edmiston, 1999) .
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i.  En cuanto a la matriz extracelular (Branton and Kopp, 1999):

1. Estimula sintesis de matriz extracelular, por la sintesis de
colagenos (I, III, V y VI), fibronectina, tenascina,
osteonectina, osteopontina, TSP-1y glucosaminoglicanos.

2. Reprime la degradacion de matriz extracelular, por la
inhibicién de proteasas. Inhibe la transcripcion de
colagenasas y estimula a TIMP-1y PAI-1.

3. Favorece el ensamblaje de las fibras de colageno,
fibronectina, laminina, vitronectina y proteoglicanos para

producir estroma intersticial.

ii. ~ Favorece los procesos de adhesion celular estimulando a las integrinas-

B1 (Kumar et al., 1995).

wv.  TGF-B se opone a la acciéon de determinados mitdgenos tales como el
EGF o ciertas interleuquinas (IL-1, IL-2 IL-3, GM-CSF) en células

progenitoras hematopoyéticas.

v.  Modula la produccion de sustancias vasoactivas como la ET-1 o el NO

(Chen et al., 2001; Horie et al., 1991).

vi.  Modula la produccién de factores de supervivencia celular como el
VEGF (Nakagawa et al., 2004a)

TGF-B exhibe numerosos efectos que, en la patologia renal, se presentan como dos
facetas parcialmente contrapuestas: el efecto fibrogénico y el inmunomodulador. Por
un lado, su mediacién como agente antiproliferativo, es decir, inmunosupresor, y por
otro lado como notable agente profibrético. Todavia esta por esclarecer cuando TGF-$

ejerce cada uno de estos diferentes efectos.

TGF-B1 se expresa en todos los segmentos de la nefrona (Ando et al., 1995; Gobe et al.,
1999). Se ha localizado en rifiones normales utilizando técnicas inmunohistoquimicas
(Yoshioka et al., 1993). El TGF-B parece ser un mediador entre diferentes eventos
fisiopatologicos que eventualmente llevan a la acumulacion de matriz extracelular en el

glomérulo y que estableceran el fallo renal progresivo en el intersticio renal. TGF-$
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parece ser una molécula clave y nicleo de muchos procesos celulares, entre ellos la
reparacion tisular (Bitzer et al., 1998; Docherty et al., 2002). En este sentido, TGF-f se
expresa transitoriamente durante la organanogénisis renal. Una considerable cantidad
de eventos de la tubulogénesis embriologica parecen repetirse durante la recuperacion

tubular renal después de una lesion aguda (Zeisberg et al., 2001).

El TGF-B1 en la fibrosis renal

Experimentos in vitro han demostrado que la administracion de TGF-B1 a células
mesangiales, desencadena su proliferacion y estimula la sintesis de proteinas de matriz
(Border et al., 1994). Otros tipos celulares, como las células epiteliales glomerulares en
cultivo también producen proteinas de matriz, como fibronectina y colageno, en
respuesta a TGF-B1 (Branton and Kopp, 1999). In vivo, la transfeccién del gen TGF-B1 a
rinones de rata produce un claro aumento de la produccién mesangial de la matriz
(Isaka et al., 1993). Posteriormente, el mismo grupo logr6 introducir oligonucleo6tidos
antisentido contra TGF-B1 en ratas con glomerulonefritis (Akagi et al., 1996), que
neutralizaron la accion de TGF-B1, con reduccién significativa de la expansion de la

matriz.

Yamamoto y colaboradores (Yamamoto et al., 1994) investigaron el mecanismo por el
que TGF-B1 causa fibrosis en un modelo experimental por administracién de suero
antitimocito. Una tnica dosis causoé lesiones mesangiales que coincidieron, una semana
después, con un nivel maximo de TGF-B1 a nivel trascripcional y traduccional y a la
sintesis de matriz extracelular. Tras la resolucion de la lesion, descendi6 la expresion de
TGF-B1 y los glomérulos recuperaron la normalidad. Sin embargo, si antes de la
resolucion se aplicaba una segunda inyeccion de suero antitimocito, los niveles de TGF-
B1 se mantenian elevados. Este hecho conducia al desarrollo de glomerulosclerosis
severa y fibrosis intersticial. Los autores describieron este proceso como un modelo de
fibrosis “de dos dosis™ la continuidad de la lesién desencadenaria la pérdida en la
regulacion del TGF-B1.

Otros modelos experimentales de lesion renal asociados con una expresion
incrementada del TGF-B1 incluyen: diabetes inducida por estreptozotocina, uropatia
obstructiva y fibrosis inducida por suministro de adriamina (Branton and Kopp, 1999;

Yamamoto et al., 1993).
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Participacion del TGF-B1 en el trasplante renal

E papel del TGF-B1 en el trasplante renal ha sido estudiado principalmente en los

escenarios del rechazo agudo y en el desarrollo de NCIR:

TGF-B1y lalesion inmunoldgica aguda

La tubulitis renal se define por la presencia de infiltrado renal compuesto por células
mononucleares que han atravesado la membrana basal tubular e infiltran las células
epiteliales tubulares. La vasculitis, junto con la extension de la tubulitis, son utilizadas
en el protocolo de puntuacion de Banff para definir la severidad de las lesiones
histologicas en el rechazo agudo del injerto renal (Racusen et al., 1999). Las lesiones en
la membrana basal y en el epitelio tubular, por si mismas, pueden contribuir a su

eventual mala evolucion durante un episodio de rechazo renal.

Se ha publicado que, en muestras de biopsias renales con rechazo celular agudo, la
expresion del TGF-P1 estaba concentrada principalmente en el epitelio tubular, donde
habitualmente se distribuye difusamente; no obstante, en algunos casos, se detectd en
la superficie basolateral del tibulo o en el citoplasma celular. Una distribucion focal se
observa, algunas veces, en grupos tubulares aislados. En algunas preparaciones, la
expresion mas significativa de TGF-P1 se encontro en células del infiltrado inflamatorio
(Robertson et al., 2001). Por otro lado, la distribuciéon del TGF-1 dentro del aloinjerto

renal durante el rechazo agudo esta concentrada en los tibulos yuxtacorticales.

TGF-B1y la nefropatia cronica del trasplante renal

Existen varios factores de riesgo demostrados que se asocian con el desarrollo de NCIR.
De hecho, hay una explicacion ampliamente aceptada segin la cual la NCIR representa
una respuesta estereotipica ante la lesién de un injerto renal, independientemente del
agente o agentes iniciales (Joosten et al., 2005; Libby and Pober, 2001; Pascual et al.,

2002; Waaga et al., 2000). La Figura 7 resume las etapas de la fibrogénesis renal.
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Etapas de la fibrogénesis renal
-

Induccién Liberacion de quimioquinas por las células epiteliales

Infiltrado mononuclear
Liberacion de citoquinas profibroticas
Activacion y proliferacion de fibroblastos

Sintesis de matriz
mediada por la / Aumento en la sintesis y deposicion de matriz
inflamacion N Liberacién continuada de citoquinas profibréticas

e
Sintesis de matriz / Cese del estimulo primario \

post ; Secrecion cll’% sustancia ci cigs ep‘ltﬁlb ticas
inflamacion Proliferacion autocrina de fibroblastos

\ Activacion a miofibroblasto

N Transformacion epitelio- mesenqmmal/

P Figura 7. Etapas de la fibrogénesis renal.

La fibrosis tubulointersticial se puede considerar una enfermedad secundaria ya que presenta la
capacidad de progresar después que la lesion primaria inflamatoria haya desaparecido. Este proceso
viene mediado por las células epiteliales, por los fibroblastos intersticiales y los macrofagos. La
fibrogénesis renal sigue un proceso muy similar a la cicatrizacion de heridas: una primera fase
inflamatoria mediada por las células mononucleadas inflamatorias y las epiteliales tubulares que generan
un aumento en la proliferacion de fibroblastos con reparacion de estructuras. En la fibrogénesis renal, sin
embargo, hay una ausencia de resolucion del proceso, generandose una excesiva deposicion de matriz,
con desestructuracion del parénquima renal y deterioro de la funcion del érgano.

Adaptado de (Zeisberg et al., 2001)
Los principales estimulos de la sintesis del TGF-B1 se resumen en:
i. Hipertension arterial

ii. Inhibidores de la calcineurina

ii. Dislipidemias

~

v. Hiperglucemia

Estos factores coinciden, en su mayor parte, con los factores de riesgo no-inmunologico

para el desarrollo de NCIR (Figura 10).

Paul y colaboradores (Paul et al., 1996) y Shihab y colaboradores (Shihab et al., 1996)
examinaron la expresion TGF-Bf1 en modelos experimentales Fisher-Lewis de
trasplante en ratas, demostrando un aumento en la expresion de TGF-f1 en los

aloinjertos cuando se comparaban con rifiones normales o con isoinjertos. Este hecho,
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vinculado a fibrosis marcada, indujo a los autores a sugerir que el TGF-f1 tiene un

papel causativo en la expansion de matriz que sucede en la NCIR.

En un foco de lesion cronica hay gran cantidad de células inflamatorias que producen
citoquinas y factores de crecimiento, sobre todo macrofagos y células T. También se
dan cambios fenotipicos en poblaciones de células residentes, tanto las células
mesangiales como las tubulares epiteliales que contribuyen al proceso fibrético. Los
fibroblastos residentes se caracterizan por la expresién de novo de a-actina del
musculo liso (a-SMA) y adoptan propiedades de VSMC, lo que hace que se las refiera
como miofibroblastos (Boukhalfa et al., 1996). En un estudio de cicatrizacién renal, el
citoplasma de los miofibroblastos mostré inmunopositividad para TGF-B1, lo cual
sugiere un importante papel en el desarrollo de la fibrosis. En biopsias humanas, los

miofibroblastos han sido vinculados al desarrollo de NCIR (Pedagogos et al., 1997).

Tabla 3. Factores profibréticos en el rifién

Adaptado de (Waller and Nicholson, 2001)

Regula al alza de moléculas de adhesién en las células endoteliales.
IL-1 | Induce la proliferacién de VSMC y fibroblastos.
Estimula la sintesis de PDGF.

IL-6 | Mitégeno para las células mesangiales y las VSMC.

TNE- Estimula la sintesis de moléculas de adhesién en leucocitos y células endoteliales.
@ | Estimula la deposicién de matriz por regulacion de proteasas y sus TIMPs.

Moléculas | Regulan al alza ICAM-1 y VCAM-1 en las células tubulares y en el endotelio
de adhesioén | glomerular, mediando la infiltracion mononuclear.

Induce el crecimiento de las VSMC.
PDGF | Quimiotactico para macréfagos.
Inductor del cambio fenotipico hacia miofibroblasto.

bFGF | Induce el crecimiento de las VSMC.
ANGII | Induce la deposicién de matriz via TGF-B1.

ET-1 | Induce la proliferacion de fibroblastos.

Existen varios factores de crecimiento y citoquinas cuyas interacciones con TGF-f1 en

la fibrosis atin han de ser plenamente esclarecidas (Tabla 3).

El PDGF desempefia un destacado papel en la fibrosis renal, ya que es un activo

mitdgeno de miofibroblastos y células mesangiales (Johnson, 2000). La accién del
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TGF-B1 sobre el crecimiento de las células mesangiales estd mediada parcialmente por
PDGF. TGF-B1 y PDGF acttan en el desarrollo de glomerulosclerosis estimulando la

sintesis de matriz y la proliferacion celular, respectivamente (Isaka et al., 1993).

Los FGF son una familia de proteinas expresadas en macrofagos, células endoteliales y
VSMC que estimulan la proliferacion de fibroblastos y la produccion de matriz
extracelular. La expresion de FGF esta incrementada en el modelo Fisher-Lewis de
NCIR (Paul et al., 1996). VEGF se encuentra en niveles elevados en el intersticio de
biopsias de rifion procedentes de pacientes con NCIR (Pilmore et al., 1999). IL-1 in
vitro induce proliferacion de fibroblastos, y el factor activador de las plaquetas (PAF)
estimula la deposicién de matriz por parte de las células mesangiales, probablemente
mediante un mecanismo dependiente del TGF-B1 que estimula la sintesis de VEGF

(Ruiz-Ortega et al., 1997).
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Trombospondina-1

La trombospondina-1 (TSP-1) es una glicoproteina heterotrimérica multifuncional,
miembro de la familia de proteinas de matriz extracelulares que participan en la
comunicacion célula-célula y célula-matriz (Frazier, 1987). TSP-1 fue el primer
miembro de una familia de cinco proteinas, que se purific6 por primera vez de
plaquetas humanas (Lawler, 2000). Las TSPs funcionan en la superficie celular
reuniendo proteinas de membrana y citoquinas que regulan la estructura de la matriz y
el fenotipo celular. Estas proteinas incluyen integrinas, proteinas asociadas a

integrinas, CD36, proteoglicanos y factores de crecimiento como TGF- y PDGF.

Cada célula expresa un complejo multiprotéico, que modulara la respuesta celular.
Como ejemplo, TSP-1 ejerce como estimulador de la migracion de las VSMC, pero como

inhibidor para la migracion de las células endoteliales.

TSP-1 se sintetiza en multiples tipos celulares que incluyen plaquetas, queratinocitos,
células endoteliales y fibroblastos (Mumby et al., 1984). Una de sus principales
acciones es la de servir como agente antiangiogénico. De hecho, TSP-1 inhibe la
quimiotaxis de las células endoteliales, asi como la adhesion y crecimiento capilar tanto
in vitro como in vivo (Rastinejad et al., 1989). TSP-1 se expresa en maultiples sitios
donde la angiogénesis es, sin embargo, uno de los procesos clave, como en tumores e
inflamacion cronica (DiPietro et al., 1996). En estos sitios, el principal productor de
TSP-1 parece ser el macrofago, un potente tipo celular angiogénico (DiPietro and

Polverini, 1993).

En conjunto, TSP-1 es una proteina multifactorial involucrada en procesos de
regeneracion y reparacion tisular asi como en restablecimiento del tejido tras heridas
(DiPietro et al., 1996). Otras funciones de TSP-1 se enumeran a continuacion y se
recogen en la Figura 8:

i. Modula la agregacion plaquetaria (Lawler, 2000).

ii. TSP-1inhibe la actividad de varias proteasas como la elastasa de los neutroéfilos y

la catepsina G y otras enzimas proteoliticas del eje fibrinolitico, como la plasmina
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y el activador del plasminégeno uroquinasa (Hogg et al., 1993; Mosher et al.,

1992).

iii. TSP-1regula la actividad de proteasas extracelulares como la MMP-9 (Qian et al.,

1997).

ww. TSP-1igualmente colabora en la eliminacion de neutroéfilos senescentes por parte

de los macrofagos (Savill et al., 1992).

v. Una de las funciones més relevantes de TSP-1 es la de activar a TGF-1.

Extracelular [ntracelular

/S Composicion E

/".-..- .-’ - .’ --\-\
/Adhesion-migracion

de la ITGF.'b Yotegri
- = | cti | ntegrinas
l._‘ md:trlz | nactivo — | P:’ole?glicmém
b Prﬂct:i)g jcancs Activo I' “Ras
— p38 MAPK
S CD47
/ Apoptosis
' CDay
0 CD36
T b d Caspasas
romposponainas P38-MAPK
Proteasas / Citoesqueleto |
| extracelulares [ pPL3K '
1 -~
Plasmina \ Fast?naa

Metaloproteasas Vi Muskelina

P Figura 8. Las trombospondinas median el flujo de informacion desde la matriz extracelular a la célula.

Adaptado de (Lawler, 2000)
Activacion de TGF-B1 por TSP-1

En 1992, se report6 la activacion de TGF-B1 por TSP-1 en tejidos epiteliales (Murphy-
Ullrich et al., 1992). Como se ha visto, TGF-B1 se sintetiza como un tnico polipéptido

antes de ser procesado a TGF-f1 maduro y LAP. Uno de los dominios de TSP-1 posee

una secuencia peptidica RFK, que interacciona con la secuencia LSKL del extremo
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amino-terminal de LAP. Esta interaccion desplaza LAP de TGF-B1, haciéndolo accesible
a los TGFBR (Ribeiro et al., 1999). Este no es, sin embargo, el mecanismo de activacion
en las plaquetas ya que TGF-B1 y TSP-1 se almacenan juntos en los granulos-o
plaquetarios. Se ha sugerido que alguna modificacion postraduccional, o proteina de
union a las secuencias RFK, inhibiria la activacién de TGF-f1 por TSP-1 (Abdelouahed

et al., 2000).

Los ratones deficientes para TSP-1 presentan anormalidades similares a los deficientes
para TGF-B1 (Crawford et al., 1998). Aparte de presentar mayor vascularizaciéon en los
tejidos y mayor susceptibilidad a carcinogénesis, los ratones deficientes para TSP-1
reclutan una gran cantidad de neutrofilos y monocitos en el pulmoén con el posterior
desarrollo de hiperplasia epitelial y reclutamiento de macréfagos. TGF-f1 reduce el
reclutamiento de células inflamatorias en el pulmoén. La deficiencia de TSP-1 resulta,
por tanto, en una respuesta inmune exagerada a las bacterias normalmente presentes
en el pulmoén. El tratamiento de estos animales con el péptido sintético KRFK reduce el
infiltrado celular. El mismo estudio revel6 que el complejo TSP-1-TGF-B1 esta unido a

la membrana de los macréfagos por medio de la proteina CD36.

TSP-1 en la fisiopatologia renal

El papel de TSP-1 en la fisiopatologia renal ha sido estudiado in vitro en células
mesangiales, e in vivo en el ambito de la glomerulonefritis, glomerulosclerosis y

fibrosis intersticial.

En células mesangiales en cultivo, TSP-1 se comporta como un gen de respuesta
temprana que se induce por PDGF, FGF-2, TGF-P1 y altas concentraciones de glucosa.
La induccion de TSP-1 va acompanada de marcadores de deposicion de matriz
extracelular como la fibronectina, la osteopontina y el PAI-1 (Yevdokimova et al., 2001).
Posteriormente, se evidenci6é que la induccién de TSP-1 por glucosa podia ser inhibida
por donadores de NO, inhibidores de la guanilato ciclasa, o el cofactor BH4, indicando
que el NO interviene en la activacion de TGF-f1 por TSP-1 inducida por glucosa (Wang

et al., 2002)

En los modelos experimentales de glomerulonefritis, se observa un aumento transitorio

de TSP-1 en areas de lesion tubulointersticial a partir del quinto dia de induccion. Los
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tipos celulares implicados son las células tubulares, los miofibroblastos y algunos
macrofagos. Es significativo que el aumento de TSP-1 es previo a la aparicion de
fibrosis intersticial y que correlaciona positiva y cuantitativamente con las areas de
fibrosis y los niveles de TGF-B1, e inversamente con los niveles de LAP, sugiriendo que
TSP-1 podria ser el principal activador de TGF-B1 en modelos de fibrosis intersticial
(Hugo et al., 1998). Se demostro in vivo que TSP-1 es el principal activador de TGF-f1
en un modelo de glomerulonefritis mesangial proliferativa anti-Thy1 utilizando
péptidos sintéticos que interfieren en la activacion de TGF-f1 por TSP-1. Asi, la infusion
continuada de los péptidos sintéticos LSKL reduce la expresiéon de TGF-B1, de Smad2/3
y va asociada a la reducciéon de la acumulacién de matriz extracelular y proteinuria
(Daniel et al., 2004). Al mismo tiempo, en un modelo de glomerulonefritis anti-
membrana basal, los ratones deficientes para TSP-1 desarrollan menor grado de
proteinuria y creatinina sérica que los ratones salvajes. También se vieron reducidos
otros indices, como la deposicion de fibrina o el reclutamiento de macroéfagos

(Hochegger et al., 2004).

En humanos, TSP-1 se encuentra sobreexpreasda en areas glomerulares y
tubulointersticiales de pacientes con glomerulonefritis, pero no se detecta en rinones

sanos o con glomerulonefritis de cambios minimos (McGregor et al., 1994).

TSP-1y VEGF en la patologia renal cronica

Independientemente de la causa inicial, la enfermedad crénica renal desemboca en
glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial. En este proceso la microvasculatura renal es
muy relevante. La pérdida de capilares peritubulares asociada a fibrosis intersticial se
ha visto tanto en humanos como en modelos experimentales (Kang et al., 2002). Esta
pérdida de capilares ocasiona hipoxia cronica por el empeoramiento en el reparto de

nutrientes y oxigeno a las células tubulares e intersticiales.

Para el estudio de TSP-1 en la glomerulosclerosis y fibrosis intersticial se ha utilizado el
modelo de nefrectomia 5/6, pero no por ligacion de las arterias renales, sino por
nefrectomia subcapsular con tal de minimizar el efecto del aumento de la presion
arterial sobre la microvasculatura (Kang et al., 2001c). Tras la cirugia, se observa una
respuesta angiogénica de las células endoteliales, tanto glomerulares como

peritubulares, que posteriormente se reduce por debajo de los niveles basales. Esta

-51-



disminucioén en la proliferacion endotelial, se acompana de la expresion intersticial de
TSP-1y de la desaparicion de VEGF, estableciéndose finalmente la pérdida progresiva
de capilares peritubulares y aparicion de glomerulosclerosis y fibrosis intersticial. La
disminuida expresién de VEGF correlaciona asimismo con un aumento en el infiltrado
por macrofagos (Kang et al., 2001c; Kang et al., 2002). La pérdida de capilares
peritubulares se atribuye al balance entre factores proangiogénicos (VEGF, bFGF, TGF-
B, HGF, prostaglandina-E,) y antiangiogénicos (TSP-1, SPARC, angiostatina,

endostatina) (Kang et al., 2002)

Otros autores observan un aumento continuo de TSP-1 en areas glomerulares y
tubulares a lo largo de las 10 semanas durante las que se prolongo el estudio (Hugo et
al., 2002). Los tipos celulares implicados fueron las células mesangiales y endoteliales
glomerulares, asi como ttbulos y macrofagos. Aunque a los macrofagos se les ha
considerado proangiogénicos (Sunderkotter et al., 1994), pueden presentarse bajo
multiples fenotipos (Erwig et al., 2000), siendo uno de ellos el de producir factores
antiangiogénicos como la TSP-1 (DiPietro and Polverini, 1993). Los sitios de expresion

de TSP-1 correlacionaron igualmente con la expresion de TGF-1 (Hugo et al., 2002).
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Conexiones entre los sistemas HIF-1y TGF-f

La via de senalizacion de TGF-B1 viene regulada por el complejo sistema de las
proteinas Smads que controlan la transcripcion génica cooperando con otras proteinas
de unién al DNA.

En este sentido (Figura 9), se ha demostrado que la respuesta celular a la hipoxia viene
mediada por Smads (Zhang et al.,, 2003) y que Smad3 coopera con HIF-1 en la
induccion de VEGF (Sanchez-Elsner et al., 2001). De igual forma, la hipoxia tiene un
efecto aditivo, ya que se potencia la estimulacion de VEGF en células proximales in

vitro (Nakagawa et al., 2004a).

Trasplante renal
\J v v
Isquemia-RLO Lesion y regeneracion Inmunosupresion (CsA)

TSP1 @

Smads

p21

IGF-BP
NI 3A]dolns:_ts
Hexoquinasas TIMP-1
LDH... PAl-1
= . COL-V

\ Transferrina

2 Supervivencia
Metabolismo NOS2 P Pro
glucosa ET-1 celular Angi inflamatorio
Metabolismo Remodelado
del hierro tisular

Tono vascular

=== Estimulacion de la expresion
= Efecto de la activacion de la via

» Figura 9. Relacion entre HIF y TGF-B en la activacion de vias de supervivencia, remodelado e
nflamacion.

1) (Maxwell, 2003); b) (Sanchez-Elsner et al., 2001); c¢) (Hill-Kapturczak et al., 2000); d) (Nakagawa et al., 2005); e)
Nakagawa et al., 2004b) f) (Saura et al., 2002) g) (Thakar et al., 2005)
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Igualmente, TGF-B1 estimula la expresion de HO-1 a través de Smady (Hill-Kapturczak
et al., 2000), siendo HO-1 uno de los genes regulados por HIF-1 (Yang and Zou, 2001).
Otro sistema en el que participan ambas vias es el del NO. NOS2 es inducida por
hipoxia a través de HIF (Melillo et al., 1997) mientras que TGF-B1 bloquea el aumento
de NOS2 y la disminucion de NOS3 en cardiomiocitos sometidos a isquemia-
reperfusion (Chen et al., 2001). TSP-1 es inducida fuertemente por TGF-f1 a través de

Smad2 (Nakagawa et al., 2004b) y por hipoxia (Phelan et al., 1998).
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Mecanismo de accion de la ciclosporina y la azatioprina

La activacion de las células B o T a través de sus receptores inicia una serie de eventos
que desencadenan en una respuesta inmune. La activacion de las células T corresponde
a un proceso de maduracion y de diferenciaciéon, mas que a una activacion propiamente
dicha. Asi, una gran cantidad de genes se inducen para pasar de un estado de reposo a
un estado de preparacion de entrada a ciclo celular. El objetivo de la activacion de las
células T es coordinar las acciones de varios tipos celulares que de por si no expresan

receptores de antigeno, aunque deban responder a él.

Esta regulacion viene mediada por la secrecion de citoquinas y por la expresion de
moléculas de membrana que mediaran el contacto intercelular directo. El tipo de
respuesta inmune que se desencadene dependeré en gran medida del subtipo de célula
T que se active. Asi, la IL-3 y el granulocyte-monocyte colony-stimulating factor (GM-
CSF) se han implicado en la activacion de macréfagos y granulocitos, que no tienen
receptores de antigeno propios. El interferéon-y (IFN-y), uno de los productos
especificos liberado por los linfocitos T, induce la sintesis del receptor de alta afinidad
Fc y del complejo IT del MHC en macréfagos, mientras que IL-2, 1L.-4, IL-5, IL-6, el
ligando CD40 y el TGF-p liberado por las células T median la activacién de las células B

(Delves and Roitt, 2000a; Delves and Roitt, 2000Db).

Azatioprina

La primera generacion de farmacos inmunosupresores en el area del trasplante se
desarroll6 como antiproliferativo en la lucha contra el cancer en la década de los
sesenta. Azatioprina (Aza) previene la proliferacion de los linfocitos por la inhibicion de
la sintesis de purinas y, por tanto, la inhibicién de la sintesis de novo de &cidos
nucleicos. Aza se metaboliza a 6-mercaptopurina en el higado, que posteriormente se
convierte en 6-inosina monofosfato. Esta molécula inhibe las enzimas responsables de

la sintesis de adenosina (AMP) y guanosina (GMP) monofosfato (Stepkowski, 2000).
La 6-mercaptopurina evitd el rechazo de injertos en estudios experimentales vy,
posteriormente, Aza se mostr6 con menor toxicidad por lo que fue utilizada en el

trasplante renal (Murray et al., 1963). A pesar de su menor toxicidad, Aza causa una
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gran depresion de la actividad de la médula 6sea (leucopenia, trombocitopenia,
anemia) lo que desemboca en una tasa superior de infecciones. Ademas, es incapaz de
bloquear los linfocitos T pre-sensibilizados. Asimismo, uno de los metabolitos de Aza,
el acido 6-tioinosinico, puede ser motivo de rotura cromosémica en varios tipos

celulares.

La segunda generacion de inmunosupresores selectivos para las células T incluye la

ciclosporina, el tacrolimus y el sirolimus.

Ciclosporina

La ciclosporina (CsA) es un undecapéptido ciclico que se purifico por primera vez de
extractos del hongo Tolypocladium inflatum en 1976. Su uso clinico fue aprobado en
1983. La CsA sido el primer farmaco selectivo para las células T, hecho que revitalizo el
campo del trasplante paralizado en aquel tiempo por los efectos mielosupresores de Aza
(Borel et al., 1976; Kahan et al., 1985). La CsA se une a la inmunofilina ciclofilina para
inhibir la fosfatasa calcineurina y prevenir la generacion del factor nuclear de las
células T activadas (NF-AT). NF-AT media la regulaciéon al alza de varias citoquinas,
entre ellas la IL-2, imprescindible para la proliferacién y maduracion de las células T
(Liu et al., 1991). Asimismo, media la sintesis de INF-y, que como se ha comentado, es

critico para la activacion de macroéfagos.

Los primeros estudios de selectividad y eficacia de la CsA, comparada con Aza,
mostraron un aumento del 80% frente a un 51% en la tasa de supervivencia del injerto
al afno en injertos de donantes a corazén parado (Calne et al., 1978). Asimismo, los
regimenes CsA-prednisolona permitieron el éxito de otros trasplantes, como el de
corazon, higado, pulmones y simultdneo de corazoén y pulmén. La terapia basada en
CsA ha reducido la morbilidad de los pacientes y ha superado algunos de los efectos
adversos y factores de riesgo del tratamiento con Aza (transfusiones pre-trasplante,
posibilidad de re-trasplante y el requerimiento de correspondencia perfecta entre alelos
del sistema HLA) (Kahan et al., 1985).

Las mayores limitaciones del tratamiento con CsA son su toxicidad, especialmente la
renal. Ninguno de los analogos de la CsA estd libre de efectos nefrotdxicos. La

nefrotoxicidad por CsA se asocia a depositos mucoides en las arteriolas, fibrosis focal
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potenciada por la vasoconstriccion, alteraciones en el metabolismo del calcio y en el

balance prostaciclina-tromboxano y activacion de la pro-renina (Mihatsch et al., 1998).

El tratamiento con CsA puede desencadenar en dislipidemias, intolerancia a la glucosa,

hipertension secundaria, hipertrofia gingival o hirsutismo (Stepkowski, 2000).

Por tultimo, el tratamiento con CsA se ha relacionado con la nefropatia crénica del

injerto renal (NCIR). Esta se basa en que:

1. La CsA es mas efectiva bloqueando la funcion del las células T que las B. Su
inhibicién sobre la produccién de anticuerpos es escasa, creAndose anticuerpos
contra el injerto que se han visto implicados en la NCIR (O'Garra et al., 1986).

2. La CsA inhibe eficazmente la sintesis de IL-2 e IFN-y por las células Th1 (T-
helper 1), pero no inhibe del todo la produccion de IL-4, IL-5 e IL-7 por las Th2
(Tian et al., 1997).

3. La CsA regula al alza la sintesis de TGF-B1, uno de los mediadores mas notables
de la actividad fibrogénica del injerto (Khanna et al., 1994; Khanna et al., 1997).

4. La variabilidad intraindividual de las concentraciones de CsA, la edad del
donante, o los periodos de isquemia-reperfusion pre-trasplante, son factores de

riesgo para la NCIR asociada al tratamiento por CsA.
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Complicaciones a largo plazo del trasplante renal, la NCIR

La NCIR se presenta como la pérdida progresiva de la funciéon del injerto asociada a
proteinuria e hipertension arterial, caracterizdndose por la proliferacion de VSMC de
los vasos que provocan un estrechamiento de arterias y arteriolas acompaiiadas de
deposicion de matriz extracelular intersticial y glomerulosclerosis. Otros tipos celulares
estdin  implicados en este proceso, como las células endoteliales 'y
macrofagos/monocitos capaces de producir también factores profibréticos como TGF-

B1, IL-1 o IL-6.

Los factores de riesgo de la NCIR clasifican en inmunologicos y no-inmunologicos

(Figura 10) (Pascual et al., 2002).
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P Figura 10. Factores inmunologicos y no-inmunoldgicos de la Nefropatia Cronica del Injerto Renal
(NCIR).
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Introduccion

Entre los inmunolégicos destacan los episodios de rechazo agudo, y de entre los no-
inmunologicos, la lesion por isquemia-reperfusion, la hipertension, las anomalias
lipidicas, la nefrotoxicidad por CsA o la edad avanzada del donante (Campistol and
Grinyo, 2001). Se ha prestado especial interés en los ultimos afios a TGF-B1, ya que es
el principal responsable de la reparacion tisular, regulando la expresion de genes
directamente relacionados en la sintesis y degradacion de la matriz extracelular como el
PAI-1, las metaloproteasas (MMP) y sus inhibidores (TIMPs), o colagenos de varios
tipos (Border and Noble, 1994; Branton and Kopp, 1999). Es de gran importancia el
papel que juegan tanto los inhibidores de la calcineurina (CsA, FK506) como la
activacion del sistema renina-angiotensina en la induccion de TGF-B1 en el contexto de
la NCIR. TGF-B1 presenta asimismo efectos opuestos en la proliferacion celular, siendo
un estimulo para la proliferacion de fibroblastos y células mesangiales e inhibiendo la

proliferacion de las células tubulares epiteliales (Campistol et al., 2001).

Se ha prestado gran interés a otros factores de crecimiento como PDGF, IGF-I, EGF,
CTGF o el VEGF que ven alterada su expresion por varios estimulos que acontecen
durante (hipoxia, lesion por isquemia/reperfusiéon) o tras el trasplante (rechazo,
muerte celular, inhibidores de la calcineurina, hipertension). La complejidad en la
interaccion de estos factores aumenta con la composicion de la matriz extracelular.
Muchas de las acciones de estos factores de crecimiento vienen reguladas por ciertas
proteinas como la TSP-1, la decorina, o el serin protein acidic and rich in cystein

(SPARC) presentes en la matriz extracelular (Johnson, 2000).

El origen de la activacion o inhibicién de estos factores de crecimiento es desconocido,
se postula que la pérdida de masa renal da lugar a un aumento de la tasa de filtracion
glomerular, que desemboca en estrés por cizallamiento que a su vez provoca el
aumento de ciertos factores de crecimiento —como TGF-f1 o PDGF- responsables de la
proliferacion de las células mesangiales y de deposicion de matriz extracelular

(Johnson, 2000).
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Hipétesis

Hipoétesis

De la revision bibliografica se deducen las siguientes premisas:

.

Ul.

El trasplante renal es el tratamiento de eleccion para la enfermedad renal
terminal. La gran demanda de 6rganos hace que se esté actualmente aumentado

el pool de donantes, admitiendo los donantes a corazon parado.

La isquemia caliente en estos drganos tiene como consecuencia una mayor
frecuencia de retraso de la funcién del 6rgano en los pacientes receptores, aunque

la supervivencia del 6rgano a largo plazo parece ser muy similar.

Los periodos de isquemia caliente, fria y reperfusion del 6rgano afectan a la

recuperacion del 6rgano en el inmediato postrasplante.

El factor de transcripcion inducible por hipoxia, HIF-1, participa en la
homeostasis renal y en la regulacion de importantes sistemas citoprotectores

renales como el VEGF, la NOS2 o la HO-1 entre otros.

Las propiedades pro y antinflamatorias, asi como la capacidad de regeneracion de
la matriz extracelular, hacen de TGF-B1 una molécula esencial en la recuperaciéon

del 6rgano en modelos de isquemia-reperfusion.

TSP-1, el principal activador de TGF-B1 en el rifion, se ha relacionado con la
pérdida de capilares peritubulares en modelos de patologia renal cronicos, pero se

desconoce su patron de expresion en el &mbito del trasplante renal.

Consiguientemente, se plantea la siguiente hipétesis de trabajo:

La isquemia caliente que sufren los donantes a corazon parado altera

negativamente la expresion de ciertos genes citoprotectores y de

regeneracion tisular, con repercusion sobre el retraso en la funciéon del

injerto.
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Objetivos

Objetivo general

El objetivo general es determinar la expresion de RNAm de genes implicados tanto en
la citoproteccion frente a la lesion por isquemia-reperfusion como la posterior
regeneracion renal tras periodos variables de isquemia caliente y fria en un modelo de

trasplante renal en cerdo con dos tratamientos inmunosupresores.

Objetivos concretos

Este objetivo general se desglosa en 4 objetivos concretos:

1. Determinar la expresion de genes citoprotectores durante el trasplante renal y a

los cinco dias postrasplante. Estos marcadores son:

i.  Elfactor inducible por hipoxia-1 (HIF1c)

ii.  Elfactor de crecimiento endothelial vascular (VEGF)
iii.  Lahemoxigenasa-1 (HO1)
iv.  La 6xido nitrico sintasa-2 (NOS2)

v.  La 6xido nitrico sintasa-3 (NOS3)

2. Determinar la expresiéon de genes implicados en la regeneraciéon tubular
durante el trasplante renal y a los cinco dias postrasplante. Estos marcadores
son:

i.  Elfactor transformante del crecimiento-f1 (TGF-B1)

ii.  Latrombospondina-1 (TSP-1)

3. Establecer el efecto de diferentes tiempos de isquemia caliente sobre la
expresion de los genes analizados en los puntos 1y 2.
4. Establecer el efecto del tratamiento inmunosupresor (CsA y Aza) sobre la

expresion de los genes analizados en los puntos 1y 2.
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Articulo 1

Expression of transforming growth factor-f1 and hypoxia-inducible

factor-1o in an experimental model of kidney transplantation

Resumen

Antecedentes: El sindrome de isquemia-reperfusion es uno de los factores
patogénicos importantes en el trasplante renal, tanto en el desarrollo del retraso de
funcion del injerto, como en el desarrollo de rechazo agudo y crénico. El factor
inducible por hipoxia-1 (HIF-1), activa la transcripcion de varios genes implicados en la
supervivencia celular, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y en la
reparacion tisular, como el factor transformante del crecimiento-B. El objetivo de este
estudio fue caracterizar los perfiles de expresion de TGF-f1, VEGF y HIF-1a durante el
trasplante renal en un modelo experimental en cerdos con donantes a corazon latiente
(HBD) y parado (NHBD).

Material y Métodos: el modelo experimental de trasplante renal incluyé cuarenta
pares de cerdos Large White/Landrace en dos grupos de HBD y NHBD. El periodo de
seis horas de isquemia fria fue el mismo para todos los grupos. Se estudiaron tres
tiempos de isquemia caliente: 30, 45 y 90 minutos. La terapia inmunosupresora
consistio en ciclosporina, excepto en un grupo HBD que fue tratado con azatioprina.
Los perfiles de expresion de TGF-B1, VEGF y HIF-1o se determinaron por PCR
cuantitativa en RNA total extraido de biopsias corticales, recogidas tras la induccion
anestésica, tras 30, 45 0 90 minutos de isquemia caliente, una hora tras la reperfusion

en el receptor y al quinto dia posterior al trasplante.

Resultados: La expresion de TGF-1 aumento6 tras la isquemia fria en el grupo HBD,
mientras que permanecioé sin cambios durante el trasplante en los grupos NHBD. La
expresion de HIF-10. y VEGF no se modifico durante la cirugia en ambos grupos. Todos
los grupos presentaron un aumento significativo en la expresion de TGF-B1 y HIF-10,
asi como una disminucion de VEGF al quinto dia postrasplante. Estos efectos fueron

independientes del tratamiento inmunosupresor. El mayor aumento en la expresion de
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TGF-B1 se produjo en los grupos HBD, especialmente en el grupo tratado con

azatioprina, aunque esta diferencia no alcanzo6 significacion estadistica.

Conclusiones: la regulacion al alza inicial de TGF-B1 que se observa en los grupos
HBD inmediatamente después de la isquemia fria, podria tener un efecto beneficioso
sobre la regeneracion epitelial tubular. La isquemia caliente tuvo un efecto negativo
sobre la expresion de TGF-P1 en las primeras fases del trasplante renal, mientras que
no se observd efecto sobre la expresion de VEGF o HIF-1a. La regulacion al alza de
TGF-B1 y HIF-10 tras el trasplante, podria tener un efecto positivo en la reparaciéon
tubular. La expresion de TGF-B1 fue inferior en los animales tratados con ciclosporina

respecto a azatioprina, probablemente a causa de su toxicidad celular.
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EXPRESSION OF TRANSFORMING GROWTH FACTOR-S1 AND
HYPOXITA-INDUCIBLE FACTOR-1a IN AN EXPERIMENTAL MODEL
OF KIDNEY TRANSPLANTATION
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Background. Ischemia-reperfusion syndrome has
been recognized as an important pathogenic factor in
renal transplantation, not only in the development of
delayed graft function but also in the development of
acute and chronic rejection. Hypoxia-inducible factor
(HIF)-1 activates transcription of several genes impli-
cated in cell survival, such as vascular endothelial
growth factor (VEGF), and in tissue repair transform-
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ing growth factor (TGF)-B. The purpose of this study
was to characterize TGF-$1, VEGF, and HIF-1« expres-
sion profiles during renal transplantation with heart-
beating donors (HBD) and non-heart-beating donors
(NHBD).

Methods. An experimental model of renal transplan-
tation using 40 pairs of large, white, Landrace pigs and
including HBD and NHBD was used. Cold-ischemia
time was the same in all groups (6 hr), and three
groups of NHBD (30, 45, and 90 min) were studied.
Immunosuppressive therapy consisted of cyclospor-
ine, except in one HBD group, which was treated with
azathioprine. TGF-B1, VEGF, and HIF-l1a expression
profiles were performed in renal biopsies obtained at
different times: after anesthetic induction (basal); 30,
45, and 90 min after warm ischemia; after cold isch-
emia; 1 hr after reperfusion; and 5 days after

transplantation.

Results. TGF-B1 expression increased after cold
ischemia in HBD and remained unaltered during the
surgical process in all NHBD groups. HIF-1« and
VEGF expression were not greatly modified during
surgery in the HBD or NHBD groups. All groups
showed s siguificant inerease in TGF-1 ond HIF-1o
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expression as well as down-regulation of VEGF 5 days
after transplantation, and these effects were indepen-
dent of immunosuppressive treatment. There were no
statistically significant differences among the groups
at 5 days after transplantation, although the increase
in TGF-B1 was more pronounced in the HBD groups,
especially in azathioprine-treated animals.

Conclusions. The initial up-regulation of TGF-g1 ob-
served in HBD immediately after cold ischemia could
have a positive effect on epithelial-tubular regenera-
tion. Warm ischemia has a detrimental effect on
TGF-B1 expression during the early phases of renal
transplantation and has no effect on VEGF and HIF-1«
expression. The up-regulation of TGF-B1 and HIF-1«
observed after transplantation could have a positive
effect on tubular repair. TGF-B1 expression was lower
in animals treated with cyclosporine, probably be-
cause of cellular toxicity.

eprivation of cellular energy caused by ischiemia amn
acute inflammatory process generated after reperfusion and
mediated by oxygen-free radicals, endothelial factors, and
leukocytes leads to ischemia-reperfusion (I/R) syndrome. Re-
nal damage and the subsequent recovery of delayed graft
function largely depend on the duration of warm and cold
ischemia.

Acute rejection recently has been suggested to be mediated
not only by the recognition of non-self-alloantigens but also
by recognition of the injured kidney cells after I/R (1). This
notion has been extended to chronic allograft nephropathy.
Antigen-independent factors such as I/R, delayed graft func-
tion, and graft mass are thought to be risk factors for the
long-term development of glomerulosclerosis, arterial oblit-
eration, and interstitial fibrosis. The “injury response” hy-
pothesis states that during /R the injured kidney secretes
immunogenic substances that increase its antigenicity (2).
The acute inflammatory response to I/R has recently been
shown to be largely independent of the immunologic back-
ground: failure of interstitial and perivascular monocytic in-
filtrate to disappear after restoration of renal function could
contribute to the maintenance of injury, leading to chronic
allograft nephropathy (3). Several strategies have been
tested to reduce /R injury such as the administration of
exogenous growth factors, optimization of cold-organ storage,
and ischemic preconditioning, among others.

Hypoxia-inducible factor (HIF)-1 is a transcriptional acti-
vator involved in tissue-oxygen homeostasis (4). HIF-1 is a
heterodimeric protein, formed by inducible HIF-1a and con-
stitutively expressed HIF-18 proteins, which binds to hy-
poxia-responsive elements to activate transcription of genes
related to iron, energy and matrix metabolism, vascular reg-
ulation, and cell survival. Several of these genes have been
implicated in renal repair after I/R including vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) and VEGF receptor 1 (5,6),
transforming growth factor (TGF)-B isoforms (7), heme-oxy-
genase 1 (8), inducible nitric oxide (NO) synthase (9), plas-
minogen activator inhibitor-1 (10), and p21 (11), among
others.

TGF-B1 plays a major role in extracellular-matrix ho-
meostasis in the kidney (12) and is present at sites of injury
in which it acts as both a proinflammatory and an immuno-
suppressive agent (13). TGF-B1 also has been implicated in
the development. of fibrotie renal diseases such as glomeruo-
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lonephritis, diabetic nephropathy, and chronic allograft ne-
phropathy (14). The possible role of TGF-B1 in the restora-
tion of renal function after I/R has recently been defined. In
an experimental model of acute renal failure, TGF-1 showed
early up-regulation after renal artery clamping, suggesting
that, in this scenario, TGF-B1 may restore renal function by
directly promoting cellular differentiation or by generating
new extracellular matrix, in which epithelial cells differenti-
ate (7). Smad proteins regulate the signaling pathways of the
TGF-B superfamily by recruiting co-activators and co-repres-
sors. An interaction between Smad3 and HIF-la for the
induction of the VEGF promoter recently has been reported
(15), lending support to the notion that both hypoxia and
TGF-B1 synergically cooperate to induce VEGF expression, a
key survival factor for endothelial cells in the kidney (6).
These data suggest that TGF-B1 may be a pivotal growth
factor involved in both the early and late events that take
place after I/R, such as proinflammatory-cell recruitment
Ubular—epl € pro-
file of TGF-B1 expression during renal transplantation has
not been assessed, nor have the effects of different warm
ischemia times or those of immunosuppressive treatment. In
this study, we characterize the expression profile of TGF-B1,
VEGF, and HIF-1« in different key stages of renal transplan-
tation in an experimental animal model resembling human-
kidney transplantation with heart-beating donors (HBD) and
non-heart-beating donors (NHBD).

elial-cell regeneration. Hiowever,

MATERIALS AND METHODS

Experimental Transplantation Model

The surgical and experimental protocols were performed in accor-
dance with the policy and guidelines of the Ethical Committee for
Human and Animal Studies of our institution. Experimental trans-
plantations were performed in 40 pairs of large, white, Landrace pigs
weighing 20 to 30 kg (Isoquimen, Barcelona, Spain). After adminis-
tration of 15 mg/kg of thiopental (Abbott Laboratories Inc., Abbott
Park, IL), the animals were intubated and general anesthesia was
applied by administration of isoflurane 0.7% to 1.0% (Abbott) and
100% oxygen. The aorta and inferior vena cava were dissected and
cannulated. Before infusion of heparin sodium (3 mg/kg) (Rovi, Ma-
drid, Spain), cardiac arrest was provoked by infusion of 20 to 30 mEq
of KCl. Warm ischemia was prolonged for 30, 45, or 90 min. The
kidneys were then flushed in situ via the aorta with 1 L of ice-cold
Wisconsin solution (DuPont Pharma, Bruxelles, Belgium) and re-
moved by isolation of the inferior and infrahepatic vena cava, aorta,
and ureters. Cold ischemia was performed for 6 hr in sterile Ringer
lactate solution (Fresenius, Bad Homburg, Germany) at 4°C. Bilat-
eral nephrectomy was then performed in the recipient. The donor
renal vein and artery were anastomosed with Prolene 6-0 (Arago,
Barcelona, Spain) to the recipient vessels. Vascular clamps were
removed and the graft was reperfused for 1 hr to assess reperfusion
injury. Ureteral reconstruction was performed by ureteroneocystos-
tomy. Meperidine (50—-100 mg) was administered as analgesia. Im-
uluuosuppressiou was 'dC“Ll‘leVb‘d by 'ddlllilliﬁ‘lz['d‘l/‘loll Ulr lllethylpred-
nisolone (250 mg) (Pharmacia, Peapack, NJ) and azathioprine (AZA)
(1.5 mg/kg) (Medeva Pharma, Madrid, Spain) during anesthetic in-
duction in all animals. A second dose of methylprednisolone (250 mg)
was administered before renal reperfusion. Twenty-four hours after
experimental transplantation, the animals received AZA or cyclo-
sporine (CsA), as explained in the study design.

Cortical biopsies were collected at five time points: (1) after anes-
thetic induction (basal); (2) after 30, 45, or 90 min of warm ischemia;
(3) after the period of cold ischemia; (4) 1 hr after reperfusion; and (5)
6 days after tr 1:

itation. B were distri d for couven-

F
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tional histology or were snap-frozen and stored in liquid nitrogen
immediately after scission.

Study Design

The study design is illustrated in Figure 1. Animals were divided
into HBD (n=10) and NHBD (n=30) groups. At the end of the
experimental transplantation, HBD animals were treated with CsA
(20 mg/kg/day) (Novartis, Barcelona, Spain) (CsA-HBD group, n=5)
or AZA (1.5 mg/kg/day) (AZA-HBD group, n=5). The AZA-HBD
group was included to assess the effect of CsA on TGF-f1 expression.
NHBD were divided into three distinct warm-ischemia times: 30 min
of warm ischemia (30-NHBD group, n=10); 45 min of warm ischemia
(45-NHBD group, n=10); and 90 min of warm ischemia (90-NHBD
group, n=10). All animals in the NHBD groups received CsA (20

mg/kg/day).
Histologic Studies

Biopsies were fixed in 10% formaldehyde, embedded in paraffin,
and stained with hematoxylin-eosin. Sections were examined for
(ATN), and the pres-

mononuclear infiltrate, acute tubular necrosi
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Generation of TGF-B1 DNA internal standard. A heterologous
DNA internal standard (DNA-IS) composed by phage lambda DNA
as spacer and primer sequences for TGF-B1 was constructed using a
modification of PCR-MIMICS methodology (16). The cloned DNA-IS
was identified by sequencing (ABI PRISM Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit, Perkin Elmer, Wellesley, MA). The expression range
for TGF-B1 in the kidney was determined and the DNA-IS was
aliquoted and stored at —20°C until use in competitive PCR.

Competitive TGF-B1 quantification. Competitive PCRs were
batch-processed with the inclusion of experimental samples obtained
at basal, warm ischemia, cold ischemia, 1 hr after reperfusion, and 5
days after experimental transplantation. Twelve PCR tubes were
prepared for each experimental sample: seven dilutions of DNA-IS;
two positive controls for RT (RT+) and DNA-IS (DNA-IS+); and
three negative controls: RT—, RNA—, and PCR blank (PCR—). PCR
mix was composed of: 1XPCR buffer (Boeringher Mannheim, Mann-
heim, Germany), 2.0 mM of dNTPs, 0.9 mM of MgCl,, 0.25 uM of
TGF-B1 primers, 0.75 U of Tag DNA polymerase (Boeringher Mann-
heim), and 1.0 uL of the corresponding RT or positive or negative
controls. Amplification was performed in a PTC-200 DNA Engine

ence or absence of cortical necrosis (CN). The degree of ATN was
determined by a semiquantitative scale: 0 = no abnormalities; 1+ =
mild; 2+ = moderate; and 3+ = severe.

Quantitative Determination of TGF-B1, VEGF, HIF-1a, and 18S
Ribosomal RNA by Competitive or Real-time Polymerase Chain
Reaction

Table 1 summarizes polymerase chain reaction (PCR) conditions,
standard curves, and complementary DNA (¢cDNA) inputs for the
four genes analyzed. TGF-B1 expression was determined by compet-
itive quantitative PCR. VEGF, HIF-1a, and 18S ribosomal RNA
(rRNA) expression levels were determined by kinetic real-time PCR.
Real-time PCR efficiencies were calculated from the slopes provided
in LightCycler software. All real-time PCR analyzed genes showed
high efficiencies and low interassay coefficients of variation in the
investigated expression range. A brief description of protocols is
provided below; detailed protocols for both quantitative and real-
time PCR can be obtained from the authors on request.

RNA isolation and reverse transcription. Total RNA was isolated
by the guanidinium-isothiocyanate method. Integrity was checked
by visualization of total RNA in denaturing agarose gels. Total RNA
was transcribed into ¢cDNA with random primers and AMV retro-
transcriptase (Promega Corp., Madison, WI). Genomic contamina-
tion was checked by performing the reverse transcription (RT) with-
out AMV (RT-). RT reagents also were checked for amplicon
contamination by the inclusion of a control without RNA (RNA-).

DONOR RECIPIENT
Day 1 Days 2to 5
l COLD ISCHEMIA Ol IMMUNOSUPRESSION
3 IcsA-HBD n=5 CsA
I |lAzA-HBD n=5 AZA
[evans DU . P
i _30—NHBIJ n=10 CsA
al_w
T |48 les-nuBD n=10 csA
-4 v
wi
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[B- wi cl 1R sD|

FIGURE 1. Design of the experimental protocol. Time points
when cortical blopsles were eollected (doted arrows).

(MJ Research, Waltham, MA). After 2% (w/v) agarose-gel electro-
phoresis, the PCR intensities for endogenous and DNA-IS products
were quantified by densitometry (Phoretix-1D, Nonlinear Dynamics,
Durham, NC) and band intensities were corrected by product size.
The ratio of endogenous TGF-81 to corrected DNA-IS band intensi-
ties was calculated for each line and plotted as a function of the
amount of initial DNA-IS added to the reaction. The point of equiv-
alence was determined by linear regression using GraphPad Prism
3.0 (Graph Pad Software Inc., San Diego, CA). The results were

LMAT o1 TRNA
corrected and expressed as molecules of TGF-g1/ug RNA.

Semiquantitative real-time PCR for HIF-1a, VEGF, and 18S
rRNA with external standard curve. Annealing and acquisition tem-
peratures for each gene were determined empirically. Relative stan-
dard curves were constructed by serial dilutions of a cDNA pool from
basal biopsies. Mastermix for the LightCycler reaction contained
FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Molecular Biochemi-
cals), 1.0U of uracil N-glycosylase (Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis, IN), 0.5 uM of each primer, the corresponding MgCl,
concentration and the respective amounts of cDNA standard curve,
unknowns, and positive and negative controls. Capillaries were
placed into the Lightcycler rotor and a specific run protocol, consist-
ing of PCR amplification and melting analysis for each gene was
performed. Crossing points and the equivalent cDNA concentrations
were calculated by LightCycler software, version 3.5. The results are
expressed as equivalents of cDNA per capillary.

Statistical Analysis

The normality of the distribution of TGF-g1, VEGF, HIF-1a, and
18S rRNA was examined by Q-Q Normal Plots and tested with the
Shapiro-Wilk statistic. Deviation from normal distribution was ob-
served for TGF-B1, VEGF, and HIF-1a. Values of these genes were
normalized applying natural logarithm. The Spearman’s rho corre-
lation coefficient (r,) was used to analyze correlation among the four
genes. mRNA expression during surgery was analyzed by multivar-
iate analysis of variance (MANOVA). Gene expression at 5 days after
experimental transplantation was analyzed by subtracting the cor-
responding 5 days after experimental transplantation transformed
data from the corresponding transformed basal values and compared
by paired-samples ¢ test. Statistical analysis was performed using
SPSS 10.0 software (SPSS Institute Inc., Cary, NC). Statistical sig-
nificance was set at P<<0.05. The results are expressed as mean *
standard deviation (SD).

RESULTS
Histologic Classification

Table 2 shows the number of biopsies classified according
to nermal histology, AT, or CN. The HBD group (n=10)
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TABLE 1. Primer pairs and PCR conditions

Gene and . . . Method and standard Ta Mgt* Cp and _ %CV;

accession Primer sequence and amplicon size curve °C) (mM) ¢DNA input Eff (n=8) (n=8)

TGF-81 F 5'-GCCGCTGCTGCTGCCGCTGCTGT Competitive PCR

M23703 R 5’-TCATAGATTTGGTTGCCGCTTTC 1.0E5—1.4E2 57 0.9 — — 21.2%°
33%p molecules/tube

VEGF F 5'-CAATCGAGACCCTGGTGGACATC Real-time PCR 23.8+0.18*

AF461807 R 5'-TTCTTGCCTCGCTCTATCTTTCTTTG 100—3.1 ng/capillary 60 2.5 12.5 ng 2.0+0.12* 7.08%
260bp

HIF-1a F 5'-TGGCAGCAATGACACAGAAAC Real-time PCR 23.1+0.23

AJ439692 R 5'-TGGGGCATGGTAAAAGAAAGT 100—3.1 ng/capillary 60 2.5 12.5 ng 1.9%+0.03 7.82%
243bp

18SrRNA F 5’-CGTCCCCGCCCCTTGCCTCT Real-time PCR 25.8+£0.24

AF179868 R 5'-GCTTTCGCTCTGGTCCGTCTT 500—0.5 pg/capillary 60 3.0 20.0 pg 1.9+0.07 15.0%

AF102857 271bp

“ Data for Cp and Eff are presented as means*SD.
® %CV represents the combination of RT and PCR.

bp, base pairs; cDNA, complementary DNA; Cp, crossing point; CV,, inter-assay coefficient of variation; Eff, amplification efficiency; F,
forward primer; HIF-la, hypoxia-inducible factor la; PCR, polymerase chain reaction; R, reverse primer; T,, annealing temperature;

TGF-B1, transforming growth factor-pI; VEGF, vascular endothelial growth factor; 18S rRNA, 185 ribosomal RNA.

TABLE 2. Histopathologic findings after cold or warm ischemia at 5 days after experimental transplantation®

ATN CN
Treatment n Normal 10% and
1 ++ +++ ATN+++ 100%

HBD

CsA 5 3 2 — — — —

AZA 5 — 5 — — — —
NHBD

30’ 10 3 3 2 — 1 1

45’ 10 1 6 — 1 — 2

90’ 11 1 3 3 — 2 2
Total HBD 10 3 7 — — — —
Total NHBD 31 5 12 5 1 3 5

“ Values are number of cases for each category.

HBD, heart beating donors; NHBD, non-heart beating donors; ATN, acute tubular necrosis; CN, cortical necrosis; CsA, cyclosporine; AZA,

azathioprine.

showed minimal histologic changes: three pigs (30%) pre-
sented normal histology, and seven (70%) showed ATN+.
Among the NHBD groups (n=31), normal histology was
found in five pigs (16%), ATN+ in 12 (39%), ATN++ in five
(16%), ATN+++ in one (3%), ATN+++ with 10% CN in
three (10%), and 100% CN in five (16%). As expected, no
cases of CN were observed in the HBD groups, whereas the
five cases of CN were in the NHBD groups, distributed as
follows: one case in the 30-NHBD group, and two cases for each
of the 45- and 90-NHBD groups. Gene expression was not
determined in the biopsies with CN. In all biopsies, cellular
infiltration was less than 20%, excluding acute rejection.

Statistical Correlations Between Genes

A highly significant correlation was observed between
transformed basal values of HIF-la and VEGF (Fig. 2A,
Spearman r,=0.796, P<<0.0001). In addition, basal HIF-1la
correlated with TGF-B1 (Fig. 2B, Spearman r,=0.416,
P<0.05). No significant correlation was observed between
basal TGF-B1 and VEGF. At 5 days after experimental trans-
plantation none of the correlations were sigmificant.

Gene Expression During Surgery

The results of TGF-B1, VEGF, HIF-1a, and 185 rRNA
expression for the HBD and NHBD groups are described in
Figure 3. TGF-B1 mRNA expression was up-regulated after
cold ischemia in the HBD group (Fig. 1A, Basal: 7.9+0.70 vs.
cold ischemia: 8.9+0.89 molecules TGF-B1/ug RNA, P<0.05;
note that a 0.98 difference in the natural logarithm-trans-
formed data corresponds to an untransformed value of 2.6-
fold). Because there were no differences among 30-, 45-, and
90-NHBD groups with respect to mRNA expression during
surgery (data not shown), values from the three NHBD
groups were pooled for graphical representation. TGF-S1
mRNA expression was not up-regulated in the NHBD
groups. VEGF, HIF-1a, and 18S rRNA levels remained un-
altered during the surgical process in both HBD and NHBD

groups.

Gene Expression at 5 Days After Experimental
Transplantation

Figure 4 shows a graphical comparison of TGF-81, VEGF,
HIF-1i, and 185 rENA expressions at basal and at 5 days
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after experimental transplantation. All groups showed a sig-
nificant increase (P<0.05) in TGF-B1 expression. The natu-
ral logarithm of these differences were as follows: CsA-HBD
= 1.9%0.72; AZA-HBD = 3.0*0.40; 30-NHBD = 1.2+0.75;
45-NHBD = 1.3+1.03; and 90-NHBD = 1.21+1.06. The un-
transformed values corresponded to a 6-fold and 20-fold in-
crease for CsA-HBD and AZA-HBD, respectively. In the
NHBD proups, the differences represent a 3.2-, 3.6-, and

HIF-1a Ln (ng equivalents)

3.3-fold increase for the 30-, 45-, and 90-NHBD groups, re-
spectively. At 5 days after experimental transplantation,
HIF-la was 2.5-fold up-regulated (P<<0.05) and VEGF 2.5-
fold down-regulated (P<0.05) in both HBD and NHBD
groups (P<0.05). No statistical differences were observed
among groups for any of the analyzed genes at 5 days after
experimental transplantation. 18S rRNA levels remained
upaltered 1o both HBD and NHBD groups.
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DISCUSSION

Growth factors play an important role in the repair process
after ischemic acute renal failure by stimulating quiescent
epithelial cells to dedifferentiate, proliferate, migrate, and
redifferentiate into new tubular cells to restore the continu-
ity of the tubular epithelium (17). In this study, we deter-
mined the TGF-B1, VEGF, and HIF-1la mRNA expression
profile during an experimental model of kidney transplanta-
tion. Our data shows that TGF-B1, VEGF, and HIF-1la ex-
pression are not greatly modified in the initial stages of
kidney transplantation except for a twofold increment in
TGF-B1 mRNA after cold ischemia in HBD. Moreover, VEGF
was down-regulated and HIF-la was up-regulated in the
days after I/R, and this effect was independent of immuno-
suppressive treatment. We also confirm the up-regulation of
TGF-B1 expression in the few days after the ischemic insult
and report the negative effect of CsA on TGF-$1 expression.
These data support the hypothesis that immunosuppressive
treatment may negatively influence the regeneration of the
tubular epithelia after I/R by modulating growth-factor
expression.

In the HBD group, we observed a twofold up-regulation of
TGF-B1 mRNA 6 hr after cold ischemia. This result is in
agreement with a recent study (I8) reporting that TGF-81
expression in rat-cultured mesangial cells was up-regulated
by twofold as early as 2 hr after exposure to hypoxia. In
contrast, the HBD time course of TGF-$1 expression was not
observed in NHBD, in which TGF-81 mRNA was unaltered.
No changes in TGF-1 mRNA expression were observed after
30, 45, or 90 min of warm ischemia or 1 hr after reperfusion.
Increased TGF-B1 mRNA expression after an initial cold-
ischemic period has previously been described in nephrecto-
mized Lewis rats. In the remnant kidney, macrophage and
leukocyte infiltrate were observed at week 40 after cold isch-
emia and were accompanied by elevated expression of TGF-
B1, interleukin-6, and tumor necrosis factor-a. The expres-
sion of these factors was consistently inhibited by initial
administration of a soluble form of P-selectin glycoprotein-1,
indicating that the long-term function of renal allograft is
closely related to the initial events occurring during I/R (19).
These observations indicate that warm ischemia could im-
pair the up-regulation of TGF-B1 mRNA expression by renal
epithelial cells after ischemic insult, thus delaying the recov-
ery of tubular epithelial cells. In agreement with previous
reports, our results also show that VEGF (5,6) and HIF-1«
mRNA (20) are not increased in renal tissue after I/R or
hypoxia. It has been proposed that preexisting VEGF se-
creted by tubular-epithelial cells preserves the integrity of
the adjacent endothelium and consequently the supply of
nutrients to the injured tubules (6).

Five days after renal transplantation, all groups showed
an increase in both TGF-B81 and HIF-la mRNA and a de-
crease in VEGF expression. Again, TGF-B1 expression was
more pronounced in the HBD groups (showing a 6- and
20-fold increase in the CsA-HBD and AZA-HBD groups, re-
spectively) than in the NHBD groups in which TGF-B1 was
increased by approximately threefold only. In the latter
group, TGF-B1 expression was not related to the duration of
warm ischemia. Basile et al. (7) described the up-regulation
of TGF-B1 expression in a rat model of bilateral renal-artery
clamping as esr.y as 12 hr after warm ischemia. TGF-fil1
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levels remained elevated for 14 days and its expression re-
turned to normal by day 28. In this model, TGF-B1 expres-
sion correlated with the structural regeneration of renal-
proximal epithelia but was not associated with the
restoration of renal function. The same group later hypothe-
sized that TGF-B1 may promote the synthesis of new extra-
cellular matrix where the newly formed tubular cells adhere,
migrate, and differentiate (10). If TGF-B1 participates in
renal remodeling after acute renal failure, our results may
indicate that even a short warm-ischemia time of 30 min
would impair TGF-81 mRNA expression, leading to delayed
restoration of renal-tubular epithelia.

CsA is known to be a potent inductor of TGF-B1 expression
in both in vitro (21) and in vivo models (22). The AZA-treated
group was included in our experimental model to separate
the effect of ischemia from that of CsA on TGF-S1 expression.
Surprisingly, the highest TGF-B1 levels were observed in the
AZA-treated group. These results may be explained not only
by the detrimental effect of CsA on renal function but aiso by
the direct cellular toxicity of CsA. Apart from its renal he-
modynamic effects inducing arteriolar and mesangial vaso-
constriction (23), CsA has a negative effect on adenosine
5'-triphosphate metabolism in the mitochondria (24). In ad-
dition, CsA promotes cell-cycle arrest and cell death in LLC-
PK1 proximal tubule-epithelial cells in culture by increasing
p53 expression (25). Conversely, in a test designed to identify
genotoxic carcinogens, AZA was unable to increase p53 in
NCTC 929 mouse fibroblasts in vitro (26). Altogether, the
lower expression of TGF-1 mRNA observed in CsA-treated
animals may be explained by the cellular renal toxicity pro-
moted by CsA in the CsA-HBD group, because both HBD
groups underwent the same cold-ischemia time.

In all groups HIF-la mRNA was increased by approxi-
mately twofold independently of ischemia time or immuno-
suppressive treatment. This induction was not caused by
CsA-induced arteriolar vasoconstriction because animals
treated with AZA, which has no hemodynamic effect, showed
similar HIF-1la expression. The most important HIF-1 regu-
lation is the oxygen-dependent proteolysis of its a subunit (4);
consequently the increase in HIF-1la mRNA may not reflect
the actual HIF1-protein level. Other stimuli such as growth
factors (epidermal growth factor, platelet-derived growth fac-
tor, fibroblast growth factor) or hormonal stimuli (insulin,
thrombin, angiotensin IT) have been recently reported (27,28)
to stimulate transcription of the HIF-1la gene under nonhy-
poxic conditions in vascular smooth-muscle cells. It will be of
interest to determine the HIF-1 protein-expression level and
the role of growth factors or hormone-induced-HIF1 expres-
sion during the recovery and repair stages after I/R.

Although several known stimuli of VEGF transcription
were concomitantly present, such as CsA treatment or the
up-regulation of HIF-1a and TGF-81, VEGF mRNA was two-
fold down-regulated in both HBD and NHBD animals. Sev-
eral explanations could account for this result. An overpro-
duction of NO by inducible NO synthase during I/R has been
related to the deleterious injury of I/R by the generation of
peroxynitrite (9) and an augmented production of carbon
monoxide by hemeoxygenase-1 has been related to the cyto-
protective functions of this protein during I/R (8). It has been
recently reported that NO and carbon monoxide can inhibit
the hypoxic induction of VEGF at the transcriptional level by
inhibiting HIF-1 DNA-binding activity (22 acd by promoting
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HIF-1a protein destabilization (30). Moreover, during trans-
plantation all animals received two doses (250 mg) of meth-
ylprednisolone, and it is well known that steroids inhibit
VEGF expression. The induction of VEGF gene transcription
by hypoxia, platelet-derived growth factor, or prostaglandin
E, is inhibited by prednisolone or dexamethasone for in vitro
models (31,32). In an experimental model of mesangial pro-
liferative glomerulonephritis, dexamethasone decreased the
synthesis of VEGF with no effect on TGF-B1 expression (33).

CONCLUSION

TGF-B1 could have a dual action in the immediate post-
transplantation period. The initial up-regulation observed
just after cold ischemia could have a positive action on tubu-
lar-cell regeneration, whereas delayed TGF-B1 synthesis
could contribute to the development of chronic allograft ne-
phropathy. Warm ischemia has a detrimental effect on
TGF-B1 expression during the early phases of renal trans-
plantation and has no effect on VEGF or HIF-la mRNA.
Finally, TGF-B1 expression was lower in animals treated
with CsA than in those treated with AZA, a finding that was
probably related to CsA-cellular toxicity. The down-regula-
tion of VEGF mRNA observed in both HBD and NHBD could
have a negative effect on renal regeneration after transplan-
tation by affecting endothelial and tubular survival. This
study helps to explain the more frequent and prolonged de-
layed graft function observed after non-heart-beating renal
transplantation in humans, although the long-term results
are similar to those in beating donors.
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Articulo 2

Thrombospondin-1 mRNA expression in experimental kidney

transplantation with heart- and non-heart beating donors

Resumen

Antecedentes: El sindrome de isquemia-reperfusion es uno de los factores que
pueden comprometer la funcion del injerto renal en el inmediato postrasplante, siendo
mas frecuente en las donaciones a corazon parado. Describimos anteriormente que la
citoquina transforming growth factor-bi1 (TGF-f1) presenta una mayor expresion de
mRNA en trasplantes experimentales con donantes a corazon latiente (heart beating
donors, HBD) que en donantes a corazon parado (non-HBD, NHBD). Este aumento se
acompafi6 de una mayor expresion del factor de trascripciéon inducible por hipoxia
(HIF-10) y de una disminucion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en
ambos grupos. Con la finalidad de profundizar en estos resultados, determinamos la
expresion en esas mismas biopsias corticales del principal activador de TGF-B1 in vivo
como es la trombospondina-1 (TSP-1), de los citoprotectores hemoxigenasa-1 (HO-1) y

oxido nitrico sintasa (NOS) endotelial (NOS3) y de la isoforma inducible NOS2.

Material y Métodos: Se analizaron muestras de un total de 36 trasplantes alogénicos
en cerdo divididos en HBD (n=9) y NHBD (n=27). Se recogieron biopsias en basal (B),
tras isquemia caliente (IC), tras 6 horas de isquemia fria (IF) y a los 5 dias
postrasplante (5D). La expresion de los mRNA para NOS2, NOS3, HO-1 y TSP-1 se

determiné por PCR cuantitativa en tiempo real.

Resultados: Durante las fases quirargicas de trasplante experimental no se
observaron cambios de expresion de NOS2, NOS3 o HO-1. En 5D se observo un
aumento muy moderado de NOS2 y HO-1 en los animales HBD, mientras que aument6

especificamente la expresion de TSP-1 en el grupo NHBD.
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Resultados

Conclusiones: El aumento en la expresion de TSP-1 en el grupo NHBD coincide con
una menor expresion de TGF-B1 en ese grupo, siendo seguramente un mecanismo de

respuesta compensatoria de activacion de TGF-B1.

83






Resultados

ORIGINAL ARTICLE

Thrombospondin-1 mRNA expression
in experimental kidney transplantation with
heart-beating and non-heart-beating donors
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ABSTRACT INTRODUCTION
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delayed graft function, a clinicel syndrome mors fraqusntty tuor hAB DG = g
ohzerved in non-hezrt-besting doners (NHBDs). Previous e e .

studies have reported that transforming growth factors-[31 )
{TGF-31] and hypoxia-inducible factor-1:a (HIF-1a) gene
expreszion increasze in the first few days after kidney tran-
splant and that this increase in TGF-[i1 expression is lower
in NHBD amimals. The purpose of this study was to extend
the gene profile analysis by characterizing TGF-21 activa-
tor thrombospondin-1 [TSP-1) and genes related to HIF-1:x
such as herme oxygenase-1 (HO-1), nitric oxide synthase-2
{HOS-2) and HOS-3.

Methods: The experimental pig model of kidney transplan-
tation comprised heart-beating donors {HBDs, n=9) and
MHBDs= {n=22). Cortical biopsiez were collected after ane-
sthetic induction (baseline), after warm ischermia (W), after
cold ischemia (Cl}, after 1 hour of reperfusion (1R} and 5
days (5D after transplant. TSP-1, HO-1, NOS-2 and NOS-3
mBNA expression was determined by real-time FCR.
Resufts: Mo change in expression of any of the genes a-
nalyzed was found during the transplant procedure (W1, CI,
1R} in HED and MHBD cortical sampleas. TSP-1 mBMA was
significantly increazed at 50 in NHBLD animals but unchan-
ged in the HBD group. HO-1 was up-regulated in HEBD
{p<0.05) and NOS5-2 mRMNA was significantly increased in
both groups (pa0.05 No difference in NOS-3 expression
was observed at 5D,

Concfusions: The increased TSP-1 expression in NHBDs
may indicate a compensatory response to the reported di- 2
minished TGF-31 expression. The augmented NOS-2 and [$31
HO-1 exprezsion in HEDs could have a positive effect on
the recovery of kidney functian.
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HO-1 (9) have been widely recognized in organ trans-
plantation.

In this context, a recent experimental study (10) showed
increased HIF-1x and decreased VEGF mRNA expres-
sion in both HBDs and NHBDs. This effect was also
associated with TGF-B1 up-regulation. NHBDs showed
impaired TGF-B1 expression, indicating that the severity
of the ischemic insult has a negative effect on cell viabili-
ty and tissue repair. TGF- isoforms are secreted in latent
forms that must be activated. In the kidney, the major
TGF-B1 activator is thrombospondin-1 (TSP-1) (11).

(Pharmacia, Peapack, NJ, USA) and azathioprine (Aza)
(1.5 mg/kg) (Medeva Pharma, Madrid, Spain) were
administered during anesthetic induction and a second
dose of methylprednisolone (250 mg) was administered
before reperfusion. The kidney was removed from the
recipients 5 days after transplant (5D).

The study included HBDs (n=10) and NHBDs (n=30).
Twenty-four hours after experimental transplant, HBD ani-
mals were treated with CsA (20 mg/kg per day) (Novartis,
Barcelona, Spain) (CsA-HBD group, n=5) or Aza (1.5
mg/kg per day) (Aza-HBD group, n=5). NHBDs were

TSP-T is a glycoprotein involved in wound healing and
inflammation (12, 13). Growing evidence indicates that
TSP-1 contributes to chronic kidney disease by activating
latent TGF-B1 and by promoting endothelial cell apopto-
sis. Indeed, in aging and remnant rat kidneys after 5/6
nephrectomy, the sites of TSP-1 expression are highly
correlated with the loss of VEGF expression and per-
itubular capiliaries (14). Aithough the role of TSP-1 in
chronic renal disease is well established, its role in kidney
transplantation remains to be determined.

Therefore, the aim of the present study was to examine
the effect of WI, Cl and reperfusion on gene expression
dynamics for 2 HIF-1-regulated genes (HO-1 and NOS-2),
endothelial NOS-3 and TSP-1, in an experimental model
of kidnev transplantation with HRDs and NHBDs.

MATERIAL AND METHODS

Kidney lransplantation and study design

Troe sz feenar g s sy e
viously described (10) and were performed in accor-
dance with the policy and guidelines of the Ethical
Committee for Human and Animal Studies of our institu-
tion. Briefly, transplants were performed in large
white/Landrace pigs (Isoquimen, Barcelona, Spain).
After the anesthetic induction, cardiac arrest was pro-
voked by infusion of KCI. WI was prolonged for 30, 45
or 90 minutes. The kidneys were then flushed in situ
with ice-cold Wisconsin solution (DuPont Pharma,
Brussels, Belgium) and removed, and Cl was extended
for 6 hours (4°C). Bilateral nephrectomy was then per-
formed in the recipient and donor renal vein, and the
artery was anastomosed to the recipient vessels. The
graft was reperfused for 1 hour to assess reperfusion
injury (1R). Ureteral reconstruction was performed by
ureteroneocystostomy. Methylprednisolone (250 mg)

s b e
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divided into 3 distinct WI times: 30 minutes of WI (30-
NHBD group, n=10), 45 minutes of WI (45-NHBD group,
n=10) and 90 minutes of WI (90-NHBD group, n=10).
Treatment in the NHBD groups consisted of CsA (20
mg/kg per day). Renal cortical samples were collected (i)
during surgery after anesthetic induction (baseline), after
30, 45 or 90 minutes of WI, after the period of Cl, at 1R
and (ii) at 5D. Samples were snap frozen and stored in

liquid nitrogen.

Quantitative determination of gene expression by
real-time polymerase chain reaction

Thirty-one out of the 40 cortical samples originally includ-

ed in the study were analyzed bv auantitative real-time
‘ ; : ot ar (FT-PORL Mo wore fro 5
oo s rals

s 2
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transcribed into complementary DNA (cDNA) using ran-
dom primers and AMV retrotranscriptase (Promega,
Madison, WI, USA). To rule out genomic and amplicon
contamination, controls were run in parallel.
As no porcine (Sus scrofa) TSP-1 mRNA sequences were
available in the GeneBank database, the human
sequence (GeneBank accession number X14787) was
used to design and amplify a 528-bp fragment in 5 inde-
pendent pig cDNA samples. PCR products were
sequenced by automated sequence analysis with an
Applied Biosystem sequencer (Abi Prism Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit, Perkin EImer, Wellesley, MA, USA),
and sequence alignment was performed using MegAlign
software (DNAstar, Madison, WI, USA) with the ClustalW
algorithm. The cDNA sequence of S. scrofa had 90%
identity to human TSP-1 (data not shown).

oy
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Mastermix for the LightCycler reaction contained
FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany), 1.0 U of uracil N-glyco-
sylase (Roche Applied Science), 0.5 pM of each primer,
3.0 mM MgCl, and the respective amounts of cDNA
standard curve (50 to 3.1 ng), unknowns (12.5 ng) and
positive (12.5 ng) and negative controls. Annealing and
acquisition temperatures for each gene were determined
empirically. Relative standard curves were constructed
by serial dilutions of a cDNA pool from basal biopsies.
Capillaries were placed into the LightCycler rotor, and a

specific run protocol for each gene was performed.
Crossing points and the equivalent cDNA concentrations
were calculated by LightCycler software, version 3.5.
The results are expressed as equivalents of cDNA per
capillary (ng/cap). Primer sequences, PCR conditions,
standard curves and cDNA inputs for genes analyzed are
summarized in Table I. RT-PCR efficiencies were calcu-
lated from the slopes given in LightCycler software. All
RT-PCR analyzed genes showed high efficiencies and
low inter-assay coefficients of variation in the investigat-
ed expression range (Tab. I).

TABLE |
PRIMER PAIRS AND PCR CONDITIONS

Primer sequence

{accession no.)

T Cpt

TSP-1 (X14787)* F 5-GGC GGC CTC CCC
TAT GCT ATC ACA
R 5-AGG CGT CTT TCT

TGC AGG CTTTGG TC

528 bp

60 23.9+0.25

5’-CAG CAT GCC CCA
GGATITGTC AGA

R 5-CCA GCG GGG CCC
ATACCAGA

HO-1 (X60677) F

283 bp

60 25.8+0.12 1.9+0.02 72%

NOS2 (U59390) F 5-AGC GGA GCG ATG
GGA AGC ACG ACT
R 5-CAC GGC GAC ATT

GAT CTC CAC GAC AG

521 bp

60 28.7+¢0.23  2.2+0.18 8.3%

NOS3 (U59924) F 5-GCACCG GCATCG
CCA GAA AGA AGA
R 5-CCG CCG CCA GGA

GGACACCAGC

425 bp

63 30.0£0.19  2.0+0.07 7.8%

18S rRNA
(AF179868,
AF102857)

5’-CGT CCC CGC CCC
TTIGCCTCT

5'-GCT TTC GCT CTG
GTC CGT CTT

271 bp

60 25.8+0.24  1.9+0.07 15.0%

Abbreviations: bp = base pairs; Cp = crossing point; CVi = inter-assay coefficient of variation; Eff = ampilification efficiency; 18S
rRNA = 18S ribosomal RNA; F = forward primer; HO-1 = heme oxygenase-1; NOS = nitric oxide synthase; PCR = polymerase
chain reaction; R = reverse primer; Ta = annealing temperature; TSP-1 = thrombospondin-1.

* Accession number for the human sequence, see “Material and methods”.

T Data for Cp and Eff are means+SD.

¥ 9% CV represents the combination of RT and PCR.
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Statistical analysis

The normality of the distribution of TSP-1, HO-1, NOS5-2,
NOS-3 and 135 rBMA in baseling samples was examined
by Q-Q Normal Plots and was tested with the Shapiro-
Wilk statistic. NOS-2, NOS-2 and HO-1 were normalized
by applying natural logarithm. The Spearman rho carrela-
tion coefficient (1) was used to analyze correlations
among the 5 genes. mRNA expression during surgery
was analyzed by multivariate analysis of variance [MANQO-
VA). Gene expression at 50 was analyzed by subtracting
the corresponding 5D transfarmed data from the corre-
sponding transfermed baseline values and was com-
pared by the paired-samples iest. Statistical analysis
was parformed using 5P55 10.0 software (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA). Statistical significance was set at
p<0.05. The results are expressed as means + standard
deviation (SD).

[ Esure |

Correlations among genes

A highly significant correlation was observed between
hasal values of the following pairs of genes: NOS-2 and
NOS-3 {r,=0.8045; p<0.0001}, NOS-2 and HO-1
{r,=0.7988; p<0.0001), NOS-3 and HO-1 (r,=0.7166;
p<0.0001), NOS-3 and TSP-1 {r,=0.6414; p<0.0001) and
NOS-2 and TSP-1 {r,=0.4572; p<0.01). Significant corre-
lations only for NOS-2 and NOS-3 {r,=0.4132; p<0.05)
and NOS-3 and HO-1 (r =0.5555; p<0.001) were pre-
setved in 5D samples {Fig. 1). The genes studied did not
correlate with the housekeeping gene 18s rRNA.

Gene expression during surgery

No changes in gene expression were observed for NOS-
2, NOS-3, HO-1 mRNA or 18S rRNA during the surgical
process (WI, Cl, 1R) in either HBD or NHBD groups (Fig.
2). Values were pooled for graphical representation
because no differences were found between Aza and
CsA HBD groups or among 30-, 45- and 90-minute
NHBD groups.

Gene expression at 5D

HO-1 and NOS-2 were up-regulated in HBD (HO-1
baseline: 2.9 + 0.30 vs. 5D: 3.6 + 0.37 ng/cap, n=9,

88
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Fig. 1 - Correlation of gene expression in samples collected
amn day 5 aftar experimental fransplant. A} Corralation
between NO5-3 and HD-1. B) Correlation between NO5S
isoforms NOS-3 and NOS-2; ng/cap = equivalents of cDNA
per capillary.

p<0.05; NOS-2 baseline: 2.1 + 0.31 vs. 5D: 2.6 + 0.30
ng/cap, n=9, p<0.05) whereas no changes were
observed in NHBD (HO-1 baseline: 3.5 + 0.89 vs. 5D:
3.6 + 0.65 ng/cap, n=22, p=NS; NOS-2 baseline: 2.4 +
0.50 vs. 5D: 2.5 + 0.47 ng/cap, n=22, p=NS). No statisti-
cally significant differences were observed for NOS-3
mRNA expression in either the HBD or the NHBD group.
TSP-1 mRNA expression increased in NHBD animals
from baseline values: 10.2 = 3.2, to 5D: 19.0 + 6.0
ng/cap (n=22, p<0.05; Fig. 3D). This effect was not
observed in HBD. Values were also pooled for graphical
representation.
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Fig. 2 - Expression profils of HO-1 (&), HOS-2 (B}, HDS-3 (C)
and 185 rENA (D) in heart-basting donors (HBDs; n=5) {#)
and non-hzart-beating donors (MNHBDs; n=22) {#). Coriical
samjples wers obtainsd at kasslina (B), after warm fschamia
{W}, after & hours of cold ischemia {Ch), after 1 hour of rapar
fusicn (1H) and & days after transplant (80). The resulis are

exnwessad se means + 80; nafcap = ﬁ.mln_.utl‘nnh of cOMNA nar

capillary; *p<0.05, basellne-HBD vs. 5D-HBD; #p<0.05, basell-
ne-NHBD vs. 5D-NHBD.
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Fig. 3 - T5P-1 mEMNA expression at baseling (B} and 5 days
after transplant (€D} in heart-beating dencrs (HBD) and non-
heart-beating donors {MHEBD). The are exp 1 85
maans + S0; ng/cap = aguivafanis of cDNA par capillary;
“p<0.05.
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In a previous study of TGF-B1 gene expression we
showed that TGF-B1 was particularly elevated in kidneys
from HBBs in the first few days after engraftment, corrob-
orating the hypothesis that this cytoking plays a benefi-
cial rale in tissue remodeling and repair after IR injury
{10). In the present study, gene expression profiling was
extended to TSP-1, the miost important TGF-B activator
in vivo (15). The main finding was that TSP-1 mANA was
up-regulated in transplanted kidneys from NHBDs, prob-
ably to compensate for the impaired TGF-B1 expression.
Furthermare, in the first few days after experimental
transplant, mRNA expression of HO-1 was alse moder-
ately raised in HBDs, and NOS-2 expression was elevat-
a4 in both the HBD and NHBD groups.

In this study. no differences were observed in the mBNA
levels of HO-1, NOS5-2 or NOS-3 across the 4 time poinls
analyzed, regardless of donor type or Wl time. Studies of
HO-1 mENA expression in the course of kidnay trans-
plant have reported conflicting resuits. Some investiga-
tors have reported that HO-1 expression at the moment
of organ retrieval is higher in kidneys from brain dead
donors than in those from living donois (16, 17} . Others,
however, have shown that HO-1 mANA expression after
Cl, intraoperative Wl and reperfusion is lower in both HB
and NHB cadaveric human donors than in their living
donor counterparts (18). One explanation for these differ-
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ences is that in the present study, Cl times were con-
trolled and limited to 6 hours, whereas Lemos et al (18)
reported Cl times up to 32 hours in cadaveric donors, a
prolonged period of time during which HO-1 mRNA
steady-state levels could be compromised. In this sense,
long cold storage time has been recognized to be a risk
factor for the development of DGF (2). Indeed, during
cold preservation, free radicals are generated, apoptotic
pathways are activated and gene expression is altered
(19).

Transcript levels of NOS isoforms in the present animal
model were unchanged after WI, Cl or reperfusion.
Recently, in a porcine model of kidney preservation with
NHBDs, the addition of the NO donor S-nitrosoglutha-
tione and the NOS-2 inhibitor L-N8-(1-iminoethyl)-lysine
(L-NIL) to a kidney preservation solution improved kidney
function and recovery (20). In humans, NOS isoforms are
down-regulated in tubulointerstitial areas from cadaveric
Wdneys en'leoted afar U pn-ticu'arky - natients wba
.
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the first few days after cardiac transplant. Only those
patients without normalized TSP-1 expression developed
chronic allograft vasculopathy. Several reports describe
the beneficial role of the TGF-B system in kidney regener-
ation and repair (23-25), and an impaired TGF-B mRNA
expression in CsA-treated NHBD kidneys has also been
reported in the first few days after engraftment (10). The
results of the present study may point toward a compen-
satory mechanism triggered by low TGF-B1 expression,
since TSP-1 expression was higher in the NHBD group.
Sustained or increased expression of TSP-1 has been
associated with acute inflammatory disease (26, 27), kid-
ney senescence (14) and chronic renal disease (28, 29). In
chronic allograft nephropathy, a progressive increase in
TGF-B1, TSP-1 and fibronectin within the first months of
engraftment has been documented (30). Thus, TSP-1 has
been associated with renal fibrogenesis because of its
antiangiogenic and antiproliferative properties, its modu-
lation of cell-matrix interactions, and TGF-B activation.
The beneficial or detrimental effects of TSP-1 expression
on kidney repair in the first few days after transplant
remains to be elucidated in experimental longitudinal
studies.

90

HO-1 and NOS isoform mRNA levels at 5D were also
assessed. HO-1 was significantly elevated in HBDs, rep-
resenting an inadequate response to injury in NHBDs. All
groups showed NOS-2 up-regulation, whereas NOS-3
mRNA expression was unchanged. Although the deleteri-
ous effect of NOS-2 activation and the protective role of
NOS-3 during IR has been reported (31, 32), recent data
indicate that NOS-2 may be implicated in kidney protec-
tion after ischemic preconditioning (33).

In conclusion, this report documents the up-regulation of
TSP-1 mRNA in NHBDs. lts beneficial - tissue repair by
TGF-B activation - or detrimental - antiangiogenic -
effects remain to be determined in time course studies
with TSP-1 stimulation or inhibition. Overall, TSP-1 and
NOS-2 up-regulation accompanied by decreased levels
of HO-1 expression observed in NHBDs may indicate an
imbalance in gene expression in the immediate post-
transplant period, which might help to explain the higher
aguemoy of DCF n these donars,
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Discusion

La carencia continuada de o6rganos para trasplante impulsa a la investigacion de
recursos alternativos, como la propuesta de utilizar 6rganos para trasplante a partir de
donantes con parada cardiaca. Se estima que el nimero de donantes potenciales podria
aumentar en un 20% (Kootstra et al., 1995). Los trabajos publicados coinciden en que
los rifiones obtenidos de esta forma son tutiles para trasplante y que, a pesar de
presentar una mayor incidencia de fracaso de la funcién inicial, su supervivencia a
largo plazo es similar a los obtenidos de corazon latiente (Sanchez-Fructuoso et al.,

2003; Sanchez-Fructuoso et al., 2006) .

Un érgano trasplantado experimenta invariablemente lesiéon por isquemia-reperfusion.
Si el rifion se obtiene de un donante a corazén parado el dafio al 6rgano serd mayor, ya

que el tiempo de isquemia caliente se prolonga por mas tiempo.

Tras la lesién por isquemia, ya sea por trasplante renal o por estenosis de la arteria
renal, se puede producir una situacion de NTA que afectara en mayor o menor grado a
la futura funciéon renal. A nivel histologico, el dafio irreversible ocasionado por
isquemia, origina una necrosis cortical (proporcién de glomérulos inviables) que tendra

como consecuencia que el 6rgano no sea viable para el trasplante.

Los factores de crecimiento intervienen de manera fundamental en la reparacion tisular
después de la lesion por isquemia-reperfusion, estimulando a las células quiescentes
epiteliales a desdiferenciarse, proliferar, migrar y rediferenciarse a nuevas células
tubulares con tal de restablecer la continuidad del epitelio tubular y restaurar, de esta
manera, la funcién renal. Asimismo, en este contexto, otros factores como los

inducibles por hipoxia intervienen de manera significativa.

De entre los diferentes mecanismos de lesion y reparacion, se opt6 por explorar por un
lado la expresion del factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF),
conjuntamente con una serie de factores de supervivencia celular regulados
parcialmente por él (VEGF, HO-1 y NOS). Por otro lado, TGF-1, como uno de los
principales mediadores de regeneraciéon tubular y TSP-1, una proteina multifuncional
que es la principal activadora de TGF-B1 en el rinén. El estudio pretende ayudar a
entender las alteraciones moleculares que se producen durante la lesion por isquemia-

reperfusion, para su posible posterior aplicacion en la prevencion del dano tisular.
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Se opt6 por un modelo experimental con tal de obtener un control satisfactorio de la
mayoria de las variables que intervienen en el proceso. Se seleccion6 un animal de
experimentacion grande, como es el cerdo, en un modelo de trasplante renal que
guarda la méaxima similitud con el humano. Se ha reproducido el sindrome de
isquemia-reperfusion, realizando un trasplante renal heterotépico, con donante a
corazon parado y con diferentes tiempos de isquemia caliente. Todo ello difiere de la
mayoria de los trabajos publicados, en los que el modelo experimental se realiza en
roedores por clampaje del pediculo renal. Se ha intentado, por tanto, reproducir la
mayoria de procesos del trasplante renal en humanos, incluyendo la inmunosupresion.
La fiabilidad de los datos obtenidos en este estudio estd comprobada, ya que se
transcribi6 un modelo en el que el escenario del trasplante renal se reprodujo

integramente (Luque P, 1999).

A continuacion, la discusion se desglosa en dos etapas, la primera incluye los resultados
obtenidos durante la cirugia del trasplante (isquemias caliente y fria y reperfusiéon). La
segunda engloba los resultados a los cinco dias postrasplante, con el efecto del

tratamiento inmunosupresor.

Asi, durante el trasplante, observamos en el grupo HBD un aumento en la expresion del
mRNA para TGF-B1 a las seis horas tras la isquemia fria. Este resultado se relaciona
con un estudio en el que hipoxia duplico la expresion de TGF-B1 en células mesangiales
de rata en cultivo (Sahai et al., 1999). A diferencia del grupo HBD, los NHBD no
presentaron cambios en la expresion de TGF-B1 durante el trasplante, esto es: ni
después de isquemia caliente, ni la fria, ni tras la reperfusion. En un modelo
experimental de nefrectomia unilateral en ratas Lewis, se ha observado un aumento en
los infiltrados leucocitarios y de macréfagos después de 40 semanas tras la isquemia
fria, que se acompand de niveles elevados de TGF-B1, IL-6 y TNF-o. La expresion de
estos factores se pudo inhibir con la administracion de la forma soluble de la P-
selectina, indicando que la funcién a largo plazo del injerto renal se encuentra
estrechamente relacionada con los eventos que ocurren durante el periodo de
isquemia-reperfusion (Takada et al., 1997). En conjunto, estas observaciones indicarian
que la isquemia caliente en nuestro modelo experimental podria estar comprometiendo

la expresion de TGF-B1 en las células epiteliales renales retrasando su regeneracion.
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En concordancia con publicaciones anteriores, nuestros resultados muestran que el
mRNA de VEGF (Kanellis et al., 2000; Kanellis et al., 2002) y HIF-10. (Rosenberger et
al., 2002) no esta alterados tras la hipoxia o la isquemia-reperfusion. En este sentido,
se ha propuesto que VEGF presintetizado y secretado por las células epiteliales
tubulares estaria preservando la integridad del epitelio adyacente, manteniendo de esta

manera su aporte de nutrientes (Kang et al., 2002).

En nuestro modelo experimental de trasplante en cerdo, no hemos hallado cambios
significativos de expresion para HO-1, NOS2 o NOS3 en las biopsias recogidas tras la
isquemia caliente o fria o tras la reperfusion ni en los grupos HBD ni NHBD. Los
estudios que han analizado HO-1 en el trasplante renal han dado lugar a resultados
dispares. Algunos investigadores describen valores mas elevados de HO-1 o de Hsp70
en rinones de donantes en estado de muerte cerebral, comparado con 6rganos de
donante vivo, tanto en humanos (Nijboer et al., 2004) como en modelos
experimentales (Schuurs et al., 2004). Otros, sin embargo, describen niveles de mRNA
para HO-1 menores (tras la isquemia fria, tras la isquemia caliente intraquirtrgica en el
receptor y tras la reperfusion) en injertos de donantes a corazon latiente con muerte
cerebral y en injertos donantes a corazén parado, cuando se comparan con trasplantes
de donante vivo (Lemos et al., 2003). Los estudios no son por completo comparables,
puesto que las biopsias se recogieron a distintos tiempos durante los procedimientos
quirtrgicos. Nuestro modelo experimental permitié controlar los tiempos de isquemia
fria a seis horas, mientras Lemos y colaboradores reportan tiempos que oscilan entre
las dos horas en los donantes vivos a las 14-32 horas en los cadaver. Es este un espacio
de tiempo en el que los niveles del mRNA para HO-1 podrian verse comprometidos. Se
ha reconocido a los largos periodos de tiempo en preservacion fria del 6rgano como uno
de los factores de riesgo para la aparicion del retraso en la funcion del 6rgano (Perico et
al.,, 2004). Otras consideraciones son las importantes diferencias interespecies que
existen en la regulacion transcripcional de HO-1. Aunque no se ha estudiado el gen ho-1
de Sus scrofa, existen diferencias en el control de HO-1 en humanos y ratones. Asi, por
ejemplo la hipoxia y el INF-y son importantes estimulos de HO-1 células en cultivo de

raton, pero no humanas (Sikorski et al., 2004).

La expresion de las isoformas de la NOS se mantuvo estable a lo largo del trasplante en
ambos grupos de estudio. En un modelo porcino de estudio de liquidos de preservacion
con donantes a corazon parado, la adicion del donador de NO S-nitrosoglutation y del

inhibidor de la NOS2 I-N°-(1-iminoetil)-lisina al liquido de preservacién indujo una
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mejora en las resistencias vasculares (Gage and Vodovotz, 2003). Las resistencias
vasculares son un indice de prediccion de la recuperacion de la funcion del 6rgano. De
hecho, durante la preservacion fria se generan RLO e isoprostanos, se activan vias
apoptoticas mitocondriales y se altera la expresion génica (Salahudeen, 2004). En
humanos, la expresion de NOS2 y NOS3 se presenta regulada a la baja en el
tubulointersticio, pero no en las areas glomerulares en biopsias de donante cadaver
recogidas tras la isquemia fria (Mitterbauer et al., 2003). La expresion de ambas
isoformas de la NOS estuvieron especialmente reguladas a la baja en los pacientes que
posteriormente desarrollaron fallo renal agudo. Las diferencias con nuestro modelo
experimental también podrian atribuirse a diferencias entre especies o a la
heterogeneidad del tejido renal, puesto que la regulacion a la baja de la NOS

Unicamente se observd en areas tubulointersticiales.

A los cinco dias postrasplante, todos los grupos mostraron un incremento en la
expresion de TGF-B1 y de HIF-10, mientras que el mRNA para VEGF se regul6 a la
baja. La expresion de TGF-P1 fue consistentemente mas alta en los grupos HBD (seis
veces para los animales tratados con CsA y veinte veces para los tratados con Aza),
mientras que en los donantes a corazon parado el aumento de expresion fue de tres
veces y no correlacioné con los tiempos de isquemia caliente. En un modelo de
isquemia-reperfusion por clampaje bilateral de la arteria renal, se ha comprobado que
la expresion de TGF-B1 aumenta tras las 12 horas de reperfusion y que este aumento se
mantiene hasta el dia catorce, normalizdndose a las cuatro semanas (Basile et al.,
1996). En este modelo, los niveles de TGF-B1 no correlacionaron con la restauraciéon de
la funcién renal, pero se asociaron a la regeneracion estructural del epitelio proximal.
Asi, se sugiri6 que TGF-B1 podria estar promoviendo la sintesis de nueva matriz
extracelular, donde las nuevas células tubulares pueden adherirse, migrar y
diferenciarse (Basile et al., 1998). En nuestro modelo, si TGF-B1 estuviera participando
en el remodelado renal tras el fallo renal agudo, observariamos que tiempos cortos de
isquemia caliente de treinta minutos afectan a la expresion de TGF-B1, conduciendo a

un potencial retraso en la restauracién del epitelio tubular.

Recientemente, y en concordancia, estudios de Docherty y colaboradores (Docherty et
al., 2006), en un modelo experimental en rata similar, TGF-B exhibi6 un perfil
temporal de expresidon bifasico, con un incremento en su expresion a las 12h tras la

reperfusion, que vuelve a los niveles basales a los dos dias, para reaparecer de nuevo
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entre los dias 3 y 7. El colageno IV (o1) adoptd un curso similar. La endoglina —un
componente del sistema de receptores para TGF-B1— coincidi6 con el primer maximo
para TGF-B1, disminuyendo posteriormente a niveles basales. En experimentos
adicionales con ratones deficientes para endoglina, los autores muestran que esta
proteina juega un papel relevante en la promocion de procesos inflamatorios en el
rindn postisquémico. La endoglina viene regulada por dos de los factores analizados en
la presente tesis, el TGF-B1 y el HIF (Sanchez-Elsner et al., 2002) y modula las
respuestas celulares del primero. Smad3 parece ser el adaptador entre HIF y Sp1 que
forman un complejo multiprotéico que controla la expresion de la endoglina, pasando
de esta manera de un nivel de expresion constitutivo a inducible. La endoglina es capaz
de inhibir la induccién de PAI-1y fibronectina por TGF-B1, y de revertir la inhibicion de
la proliferacion de monocitos in vitro (Lastres et al., 1996). El raton knockout para
endoglina no es viable. Los haploinsuficientes se distinguen por presentar menor
expresion de NOS3 que los genotipos salvajes y a los dos dias tras la isquemia-
reperfusion una lesion renal atenuada (medida por creatinina, infiltrado celular e
histologia) asociada a una menor expresion de VCAM-1, TGF-1 y NOS2. Estos eventos
coinciden, espacial y temporalmente, con la infiltracién del tejido por macréfagos. Es
de remarcar que la endoglina estd sobreexpresada en modelos experimentales de
fibrosis por reduccién de masa renal (Rodriguez-Pena et al., 2001) y en pacientes con
enfermedad renal cronica (Roy-Chaudhury et al., 1997). Seria de interés, por tanto,
conocer el perfil de expresion de esta proteina en nuestro modelo de trasplante renal,
para observar el efecto de las isquemias fria y caliente y la inmunosupresion sobre esta

proteina proinflamatoria.

La CsA es un potente inductor de TGF-B1 tanto in vitro (Khanna et al., 1994) como in
vivo (Khanna et al., 1997). En nuestro modelo incluimos un grupo de tratamiento con
Aza con tal de disociar el efecto de la isquemia del efecto de la CsA sobre los niveles de
TGF-B1. Sorprendentemente, los valores mas altos de TGF-B1 los observamos en este
grupo de tratamiento. Este hecho se explicaria tanto por el efecto perjudicial de la CsA
sobre la funcién renal, como por su efecto toxico a nivel celular. En efecto, aparte de sus
efectos hemodindmicos renales por su influencia en la vasoconstricciéon arteriolar y
mesangial (English et al., 1987), la CsA presenta un efecto negativo sobre el
metabolismo del ATP en la mitocondria (Henke et al., 1992) y promueve la sintesis de
p53 en células proximales tubulares, con la consiguiente parada del ciclo celular y
muerte celular (Lally et al., 1999). En cambio, en un test in vitro disefiado para la

deteccion de genotoxicos, Aza no estimuld la sintesis de p53 en fibroblastos de raton
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(Yang and Duerksen-Hughes, 1998). Asi, la expresion disminuida de TGF-B1 que se
observa en los animales tratados con CsA podria explicarse por la toxicidad celular
promovida por la CsA y no por el tiempo de isquemia, ya que ambos grupos HBD

experimentaron el mismo tiempo de isquemia fria.

Uno de los mayores activadores de TGF-B1 en el rinén es la TSP-1 (Daniel et al., 2004).
Nuestro modelo de trasplante experimental muestra que el mRNA de la TSP-1 esta
especificamente regulado al alza en el grupo de donantes a corazén parado, y que esta
regulacion es independiente del tiempo de isquemia caliente. En un estudio
longitudinal de dos anos de duracion, Zhao y colaboradores (Zhao et al., 2001)
analizaron la expresion de TSP-1 en el trasplante cardiaco. En los dias posteriores al
trasplante, observaron un aumento transitorio de TSP-1 en todos los pacientes
examinados. No obstante, aquellos injertos que no normalizaron sus niveles de TSP-1
desarrollaron vasculopatia cronica del injerto. Varias publicaciones reportan los efectos
beneficiosos del sistema del TGF-B3 en la regeneracion y reparacion del tejido renal
(Basile et al., 1996; Basile et al., 1998; Basile, 1999; Spurgeon et al., 2005), y, como
hemos comentado anteriormente, el tratamiento con CsA de animales trasplantados de
donantes a corazén parado muestran disminucion en la expresion de TGF-B en los dias
inmediatos al trasplante. Asi, la expresion alterada de TSP-1 podria interpretarse como
un mecanismo compensatorio, desencadenado por la baja expresion de TGF-j, puesto
que los donantes a corazon parado presentan sobreexpresion de TSP-1. La expresion
aumentada o mantenida de TSP-1 se ha relacionado con patologia renal aguda, como
glomerulonefritis (Hochegger et al., 2004) y cronica, como envejecimiento renal (Kang
et al., 2001a) o modelos de nefrectomia 5/6 (Daniel et al., 2004; Hugo et al., 2002). De
este modo, la TSP-1 se ha implicado en la fibrogénesis renal por sus propiedades
antiangiogénicas, de modulacién de la matriz extracelular, de inhibicion de la
proliferacion endotelial y activacion de TGF-B. En el momento de la realizaciéon del
presente estudio era desconocido el perfil de expresion de TSP-1 tanto en el fallo renal
agudo, como en la lesiéon por isquemia-reperfusion o en el procedimiento del trasplante
renal. TSP-1 participa de manera fundamental en el proceso de cicatrizacion
(Bornstein, 2001) y de reparacion tisular por ser una proteina matricelular como la
osteopontina, la SPARC o la TSP-2. Un estudio realizado con microarrays revel6 un
aumento de TSP-1 a las tres horas tras la reperfusiéon en un modelo de clampaje renal
en ratas (Thakar et al., 2005). Los tubulos proximales dafiados por la IR fueron los
sitios predominantes de su expresion y se acompané de la colocalizacion de caspasa-3,

un marcador de lesion celular en el rinén (Kunduzova et al., 2003). Los autores
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muestran el efecto deletéreo de la expresion de TSP-1. Los ratones deficientes en TSP-1
sometidos a 30 minutos de isquemia mostraron menores niveles de creatinina sérica

que los salvajes.

Se esta dilucidando el papel de TSP-2 en la patologia renal (Daniel et al., 2007). TSP-2
se regula al alza en un modelo de glomelulonefritis antimembrana basal. El raton
deficiente para TSP-2 muestra marcadores de inflamacion tras la induccion, como
infiltrado de CD4+, CD8+ y macrofagos, indices elevados de deposicion de matriz
(fibrina, colagenos I y IV, MMP-2) y de proliferacion celular. En este modelo no se
observa un aumento compensatorio en la expresion de TSP-1, de TGF-f1 o de Smad 2/3
tal y como se habia descrito anteriormente (Lawler et al., 1998). Seria de interés
determinar tanto el papel de TSP-2 en el sindrome de isquemia-reperfusion como en el
trasplante renal puesto que es un factor antiangiogénico independiente de la activacion
de TGF-B1.

Todos los grupos, con independencia del tratamiento inmunosupresor o del tiempo de
isquemia caliente, presentaron mayores niveles de HIF-1c. Esta induccién no fue
causada por la vasoconstriccion arteriolar mediada por la CsA, ya que los animales a los
que se les administr6é Aza, sin efectos hemodinamicos, mostraron similares medidas de
mRNA para HIF-10. La regulacion mas importante de HIF es la proteolisis dependiente
de oxigeno de la subunidad oo (Wenger, 2002), por lo que el aumento observado podria
no reflejar los niveles reales de la proteina. Otros estimulos como factores de
crecimiento —EGF, PDGF, FGF— o estimulos hormonales —insulina, trombina,
ANGII— estimulan la transcripcién de HIF-10 en condiciones de normoxia en VSMC

(Page et al., 2002; Richard et al., 2000).

El uso de inmunohistoquimica de alta sensibilidad ha permitido estudiar el patron de
expresion de HIF-1a en biopsias renales de pacientes trasplantados (Rosenberger et al.,
2007). Una disminuida expresion de HIF-1a correlacion6 con tiempos de isquemia fria
prolongados (mas de 15 horas) y con la edad del donante (méas de 50 afios) que se
asocié con el retraso de la funciéon del 6rgano. En los injertos funcionantes, sin
embargo, se detectd una elevada expresion del factor. En biopsias de protocolo a las dos
semanas, HIF-10. se hall6 en todos los pacientes estudiados, seguramente reflejo de
hipertrofia, hiperfiltracion o toxicidad por el tratamiento con anticalcinerurinicos. A los

tres meses, Gnicamente los pacientes con rechazo agudo —<clinico y subclinico —
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mostraron positividad para HIF-1o. Estos datos indican que HIF estaria
contrarrestando los efectos negativos de la isquemia-reperfusion y que los injertos con

niveles no detectables de HIF habrian alcanzado homeostasis para el oxigeno.

Aunque conocidos estimulos para la transcripcion de VEGF —como la CsA, la
regulacion al alza de HIF o de TGF-B— estaban presentes, su expresion se distinguid
por estar regulada a la baja tanto en los injertos de donantes a corazon latiente como
parado. Los efectos nocivos del exceso de sintesis de NO por la NOS2 durante los
episodios de isquemia-reperfusion se han asociado con la produccion de peroxinitrito
(Walker et al., 2000), mientras que la produccion de CO generada por la HO-1 se ha
relacionado con las funciones citoprotectoras de esta proteina tras la reperfusion
(Katori et al., 2002). Ambos gases, NO y CO, frenan la induccién transcripcional de
VEGF disminuyendo la capacidad de union de HIF al DNA y desestabilizando HIF-1c a
nivel proteico (Huang et al., 1999). Por otra parte, durante el trasplante se administran
dos dosis de 250 mg de metil-prednisolona. La funcién de los corticoesteroides en esta
fase es actuar como antiinflamatorio e inmunosupresor por el bloqueo transcripcional
de IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, TNF-o e INF-y en macrofagos, linfocitos y células
presentadoras de antigenos, como las células dendriticas. Los esteroides son, asimismo,
potentes inhibidores de la sintesis de VEGF. Se ha comprobado in vitro que la
prednisolona y la dexametasona inhiben la sintesis de VEGF estimulada por hipoxia,
PDGF o prostaglandina-E2 (Fischer et al., 2001; Nauck et al., 1998), mientras que in
vivo la dexametasona disminuye la sintesis de VEGF en un modelos de
glomerulonefritis proliferativa (Ha et al., 2002). Los esteroides en este modelo no

modifican la expresion de TGF-B1.

Al quinto dia postrasplante los niveles de HO-1 se mostraron moderadamente elevados
en el grupo de donantes a corazén parado, indicando una respuesta inadecuada a la
lesion. Asimismo, se observo un discreto aumento en la regulaciéon de la forma
inducible NOS2 en todos los grupos, mientras que no hubo alteraciones de la forma
endotelial NOS3. Aunque se le ha atribuido un efecto nocivo a la activacién de NOS2 y
un efecto beneficioso a la activacion de NOS3 durante la isquemia y posterior
reperfusion (Albrecht et al., 2003; Goligorsky et al., 2002), datos posteriores indicarian
a NOS2 como uno de los factores importantes en la proteccion renal en el proceso del

preacondicionamiento isquémico (Park et al., 2003).
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El anélisis sistematico de los genes que se regulan al alza o a la baja durante la isquemia
-reperfusion y durante los dias posteriores al trasplante nos indican la gran
complejidad que tiene el proceso del trasplante a nivel celular y molecular (Mansfield
and Sarwal, 2004). La serie de factores estudiada en el presente estudio —aunque
limitadas en nimero— pueden dispensar nueva informaciéon que permita el mejor
conocimiento de la lesion por isquemia-reperfusion y recuperacion de la funcion renal

en los primeros dias postrasplante.
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Conclusiones

A partir de los resultados del presente trabajo de investigacion, se extraen

las siguientes conclusiones:

1. Laisquemia caliente en el donante no afecta a la expresion génica

de HIF-10 en el injerto renal.

Ni a la de los genes parcialmente regulados por este sistema: NOS2,
HO-1 0 VEGF. Asimismo, la expresiéon de la forma endotelial NOS3

no se ve alterada.

2. Tras la isquemia fria, los donantes a corazon latiente regulan al

alza al TGF-B1 a nivel del injerto renal.

Este efecto no se observa en los donantes a corazén parado en los
que se ve afectada la transcripcion de TGF-B1. El efecto negativo de
la isquemia caliente es independiente del tiempo de parada
cardiaca, puesto que treinta minutos de isquemia caliente son

suficientes para descompensar TGF-B1.

3. La reperfusion en el receptor no induce cambios de expresion
génica de TGF-f1 o HIF-10, ni de los genes parcialmente

regulados por éstos, HO-1y VEGF.

4. La expresion de las isoformas de la NOS se mantiene estacionaria

a lo largo del trasplante en ambos grupos de donantes.

5. A los cinco dias postrasplante, la expresion génica de TGF-B1 es
mas elevada en los injertos renales de donantes a corazon

latiente respecto a los de donantes a corazon parado.

La respuesta de TGF-B1 en los receptores de donantes a corazon
parado es menor y no correlaciona con el tiempo de permanencia en
parada cardiaca. El tratamiento inmunosupresor con ciclosporina

podria estar modificando a la baja la expresion de TGF-P1.
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6. El mRNA de TSP-1 esta aumentado en los receptores de donantes
a corazon parado respecto a los injertos de donantes a corazéon

latiente a los cinco dias postrasplante.

Los niveles de TSP-1 no correlacionan con el tiempo de

permanencia en parada cardiaca.

7. Se observa en todos los receptores, un aumento en la expresion
génica de HIF-1a al quinto dia postrasplante respecto a sus

niveles basales.

La induccion de HIF-1a es independiente del tiempo de isquemia

caliente y del tratamiento inmunosupresor.

8. La transcripcion de VEGF esta regulada a la baja respecto a sus
valores basales, tanto en receptores con injertos de donantes a

corazon latiente como parado.

Los niveles de expresion de VEGF son igualmente independientes

del tiempo de isquemia caliente y del tratamiento inmunosupresor.

9. Los niveles de HO-1 se muestran elevados en los receptores de
injertos de donantes a corazon latiente respecto a los de corazén
parado.

Indicaria una respuesta inadecuada a la lesion en el grupo de

receptores de donantes a corazon parado.
10.El1 mRNA para la forma inducible NOS2 aumenta de manera
moderada en todos los injertos; mientras que NOS3 no altera su

transcripcion basal.

Los niveles de expresion de NOS2 son independientes del tiempo

de isquemia caliente y del tratamiento inmunosupresor.
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Resumen

De manera global, los resultados de la presente tesis muestran que tiempos
cortos de isquemia caliente afectan a la expresion génica de factores
implicados en la supervivencia celular, asi como de factores en parte
responsables de la regeneracion tisular. Este estudio ayuda a explicar la
mayor frecuencia de retraso de la funcion del injerto renal que se observa

en los pacientes trasplantados con 6rganos de donantes a corazén parado.
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«In theory, there is no difference between theory

and practice. But, in practice, there is. »

——Van De Snepscheut
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Apéndice I
Diseio del estudio.

La Figura A1 muestra un esquema del disefio experimental. El modelo consta de

dos grupos principales:

i.  Donantes a corazon latiente (HBD), n=10.

ii.  Donantes a corazon parado (NHBD), n=30.

Tras el trasplante experimental, el grupo HBD es tratado bien con CsA (20
mg/kg/dia, grupo HBD-CsA, n=5) o bien con Aza (1.5 mg/kg/dia, grupo HBD-Aza,
n=5) con el objetivo de separar el efecto inductor de la CsA sobre la expresion de TGF-
B1 (Khanna et al., 1997). El grupo NHBD se subdivide asimismo en tres grupos en
funcién del tiempo de isquemia caliente designado: 30 minutos (30-NHBD), 45
minutos (45-NHBD) o 90 minutos (90-NHBD). Todos los animales del grupo NHBD
reciben CsA (20 mg/kg/dia) tras el trasplante.

DONANTE RECEPTOR
Dia 1 [ Dias2as
:[___Is_qge_nlia_c_aﬁeft_e___l Isquemia fria Reperfusion _IETu_ngs_uBr_es_itln__q
Y A Y
B _ IF 1H 5D
a lGrupo A »> CSA =5
g ﬂGrupo B > Aza  n=
30 :Grupo c » CSA n=10
4
IC
(m] IEGrupoD > CsA n=10
m I\r
L c
Z [0 Jlemupok » CSA =10
v
L IC

P Figura A1. Disefio experimental del trasplante renal en cerdo con donantes a corazon latiente (HBD) y
parado (NHBD).

Trasplante experimental en cerdo

El trasplante experimental en cerdo se realizo6 en el Estabulario de la Facultat de

Medicina (UB) por los Especialistas del Servicio de Urologia de nuestro centro
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siguiendo las normativas del Comité Etico de nuestra Institucién. Para el modelo de
trasplante experimental se utilizan 40 pares de cerdos Lanrace de 30-40 Kg de peso
(Isoquimen, Barcelona).

Tras la administracion de 15 mg/kg de tiopental (Abbot), los animales son intubados y
anestesiados con isoflurano al 0.7% (Abbot). Se disecan y canulan la aorta y la vena
cava inferior tras lo cual se induce la parada cardiaca (solamente en el grupo NHBD)
por infusion de 20-30 mEq de KCl. La parada cardiaca determina el tiempo de
isquemia caliente, que se prolonga por 30, 45 0 90 minutos en funciéon del grupo. Los
rinones son posteriormente perfundidos in situ con un litro de solucion fria de
Wisconsin (DuPont) y extraidos por nefrectomia radical en bloque simultidnea
seccionando la vena cava inferior y la aorta y ambos uréteres. La isquemia fria se alarga
durante 6 horas en una solucion estéril de Ringer-lactato (Fresenius) a 4°C.
Posteriormente se realiza la nefrectomia bilateral en el receptor. La arteria y la vena
renal del donante se anastomosan a los vasos del receptor con suturas Prolene 6-0
(Aragd), se eliminan los clamps vasculares y se deja reperfundir el rindén durante una
hora con el objetivo de observar la lesién por reperfusion. Se realiza entonces la
reconstruccion ureteral por ureteroneocistomia. Como analgésico postoperatorio se
utiliza Miperidina (50-100 mg). El tratamiento inmunosupresor comienza en todos los
animales durante la induccién anestésica por la administracién de metilprednisolona

(250mg, Pharmacia) y Aza (1.5 mg/kg, Medeva Pharma).

Antes de iniciar la reperfusion se administra una segunda dosis de metilprednisolona
(250 mg). El tratamiento inmunosupresor contintia 24 horas después por la

administracion de Aza o CsA.

En la Figura A1 se detallan con una flecha los puntos donde se recogen las biopsias

corticales durante el trasplante, éstos son:

i B Tras la induccioén anestésica.

ii. IC Tras 30, 45 6 90 minutos de isquemia caliente (s6lo en NHBD).
. IF Tras las 6 horas de isquemia fria (tanto en HBD como NHBD)
iv. 1H  Trasla hora de reperfusion.

v. 5D  Alos cinco dias postrasplante.
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Apéndice I1

Determinacion de la expresion de TGF-B1 por PCR competitiva

Los métodos convencionales de analisis de expresion de mRNA tales como el Northern-
blot o la técnica de proteccion de las ribonucleasas (RPA) no son lo suficientemente
sensibles como para detectar mRNAs especificos en muestras de pequeio tamafio o con
bajo ntimero de copias por célula. La cuantificacion que permiten estas técnicas es,

ademas, relativa.

La PCR es una metodologia altamente sensible. Para cuantificar niveles de expresion de
mRNAs, éstos deben retrotranscribirse a DNA complementario (cDNA) por medio de
DNA polimerasas dependientes de RNA (retrotranscriptasas), puesto que la Taqg es una

polimerasa dependiente de DNA.

La retrotranscripcion (RT) asociada a PCR (RT-PCR) nos permite amplificar in vitro
secuencias de cDNA definidas con una alta sensibilidad. Sin embargo, debido a su
caracter exponencial, no es un buen método de cuantificaciéon. Los productos de PCR
finales no reflejan necesariamente la cantidad inicial de cDNA presente en la muestra
ya que pequenas variaciones durante los primeros ciclos de la PCR seran

exponencialmente amplificadas.

La PCR competitiva es una version de PCR que permite cuantificar de forma absoluta
(ntimero de copias) moléculas de cDNA. Para este proceso es necesario un Standard o
competidor, un fragmento de DNA de concentraciéon conocida que contenga la misma
secuencia de reconocimiento para los cebadores que el cDNA que se pretende
cuantificar. El Standard de una PCR competitiva ha de poderse diferenciar —por
tamafio o por patron de restriccion— del c¢cDNA problema. Es, asimismo,
imprescindible determinar con exactitud la concentracién del mismo y debe ser una

molécula estable.

En la PCR competitiva se amplifica en el mismo tubo y con los mismos cebadores,
moléculas del competidor y del cDNA que se quiere cuantificar (¢cDNA problema o
diana). Se habla por ello de una coamplificacién. Para cada muestra se utilizan un
minimo de cinco tubos en los que se coamplifica una bateria de diluciones conocidas

del competidor con una cantidad constante de cDNA problema (Figura A2, C).
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La metodologia se basa en la distinta probabilidad que tienen las moléculas de
competidor o del cDNA problema por amplificarse segin la concentracién relativa de
ellas en el tubo de reaccion. En los de mayor concentraciéon de competidor, sera mas
probable que los cebadores se unan a estas secuencias y se amplifiquen. A medida que
la cantidad de competidor va disminuyendo, la probabilidad de que se amplifiquen las
moléculas de cDNA problema serd mayor. Es una competiciéon entendida como la
mayor accesibilidad de los cebadores y la polimerasa a aquellas moléculas que estan

mas abundantemente representadas en la reaccion.

El resultado son dos productos de PCR cuya amplificacion sufre un proceso inverso, a
medida que la cantidad de amplificacion de una disminuye (competidor), aumenta la

amplificacion de la otra (cDNA problema) (Figura A3, B).

Alo largo del proceso, existe un punto en el que las concentraciones del competidor y el
cDNA son tan similares que la probabilidad de amplificarse es la misma para ambas.
Este es el punto de equimolaridad, donde el cociente entre los productos amplificados
refleja la relacion real que existe entre la cantidad inicial conocida del competidor y la

cantidad de cDNA problema.

Bibliografia complementaria sobre PCR cuantitativa puede encontrarse en (Freeman et

al., 1999; Raeymaekers, 1993; Raeymaekers, 2000)

Generacion del estandar interno de DNA heterélogo (EI-MIMIC)

Se disen6 un estandar interno heterélogo compuesto por: fago lambda (A, N° acceso:
J02459) como espaciador, secuencias para los cebadores de TGF-B1 (N° acceso:
M23703) y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, N° acceso: AF017079) y
las dianas de restriccion para EcoRI y BamHI para su posterior clonaje. E1 EI-MIMIC
se realizo utilizando una modificacion de la metodologia PCR MIMICS (Siebert and
Larrick, 1993). Tanto los cebadores simples como los compuestos fueron disenados y
testados mediante el programa Oligo 4.01 (Molecular Biology Insights). En una primera
fase, se obtuvo un fragmento de PCR que contenia el DNA espaciador de fago A y las
secuencias para TGF-f1. En una segunda ronda, utilizando este primer amplicon como
substrato, se obtuvo el producto final que contenia el DNA espaciador A, las secuencias
para TGF-B1, las secuencias GAPDH vy las dianas de restriccion para EcoRI y BamHI
(Figura A2, A). El producto de PCR asi obtenido y el vector de clonaje pGEM-3Z fueron
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sometidos a una digestion doble con EcoRI y BamHI (Promega). Las digestiones se

purificaron y ligaron con T4 DNA ligasa.
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P Figura A2. Procesos de generacion del estandar interno de DNA heterologo.

La transformacion se realizo6 en células competentes E.coli-JM109. Las bacterias
transformadas se seleccionaron por screening en presencia de ampicilina-tetraciclina y
X-Gal/IPTG (Figura A2, B) (pGEM Vector System; Promega). Las colonias que
presentaron el plasmido recombinante se hicieron crecer en medio LB, purificandose el
plasmido por miniprep (QIAprep Spin Miniprep kit; Qiagen). EI-MIMIC fue
secuenciado con tal de verificar su identidad (ABI PRISM Dye Terminator Cycle
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Sequencing Kit) y cuantificado por espectrofotometria ultravioleta a 26onm (Kontron
Instruments).

Tras determinar el intervalo de expresion de TGF-B1 en rinén de cerdo se realizaron
diluciones seriadas del EI-MIMIC que se alicuotaron a -20°C hasta su uso en la PCR

cuantitativa) (Figura A2, C).

Aislamiento del RNA total:

Las biopsias renales obtenidas durante la cirugia fueron inmediatamente congeladas y
almacenadas en nitrogeno liquido. El RNA total (RNAt) fue aislado por el método del
guanidinio-isotiocianato tal y como lo describe Chirgwin (Chirgwin et al., 1979). Las
biopsias renales corticales fueron homogeneizadas en una solucion que contiene
guanidinio-isotiocianato 4.0M y 2-mercaptoetanol 0.14M con Polytron (Kinematica).
El homogenado obtenido se dispenso sobre una solucion de cloruro de cesio 5.7M y fue
centrifugado a 140.000xg durante 18 horas a 20°C (L8-M Beckman Ultracentrifuge). El
pellet fue resuspendido en agua tratada con dietilpirocarbonato (H20-DEPC; Ambion),
precipitado con acetato so6dico 3.0M y etanol absoluto, lavado con etanol 70% (v/v) y
resuspendido de nuevo en H20-DEPC. La cuantificacion y pureza del RNAt se realiz
por espectrofotometria ultravioleta a 260-280onm y la integridad se valor6 por
visualizacion de los RNA ribosomicos (rRNA) 18S y 28S en gel de agarosa
desnaturalizante al 1% (Figura A3, A). El RNAt fue congelado y almacenado a -80°C

hasta su uso en la retrotranscripcion.

Retrotranscripcion (RT)

4 ug de RNAt se retrotranscribieron a cDNA en una reaccion que contenia RT buffer 1X
(s5omM Tris-HCl, 5omM KCl, 1omM MgCl2, o.5mM espermidina, 1.0mM
DTT)(Promega), 500ug/ml de ramdom primers (Promega), 1.o0mM deoxinucleétidos
(dNTPs)(Boehringer Mannheim), 20U de inhibidor de las RNAsas (Rnasin; Amersham
Pharmacia Biotech) y 15U de transcriptasa reversa del virus del mioblastoma aviar
(AMV; Promega). La sintesis del cDNA se realiz6 en un termociclador PTC-200 DNA
Engine (MJ-Research) durante 1h a 42°C y posteriormente se desnaturalizd6 la AMV
durante 5’ a 95°C.

Se realizaron dos controles en este paso que después se sometieron a PCR: el primero
verifica la posible contaminacién de DNA gen6mico en el RNAt (AMV-) y el segundo

controla la posible contaminacion de amplicones en los reactivos de la
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retrotranscripcion (RNA-). Las RTs se mantuvieron a 4°C hasta su uso por no méas de

24h. Previa a la PCR cuantitativa, las RT y sus respectivos controles fueron diluidos en

/4 en H.O.

B PC PR 1R 5D
A = s
o :!! :!' :5! " — 188

B MOLECULAS INICIALES POR REACCIO
LLLL L
NT O ay NTOW N7 ™ N

K3
%2

MT
—_—

rRNA

rRNA

B L e e ——— —
o ——— -

—339pb

T=196pb

(o I ——
e e — —

S —339pb
—_ 196pb

31T -

339pb
196pb

1R

e — —— —
L e —— v —

—339pb
—196pb

S aSERREEe -

C AMV-

—  AMV- (o]
B PC PR 1R 5D

&

¥
&

BNE

3 4

Log (moléculas EI-MIMIC)

3 4

Log (moléculas EI-MIMIC)

3 4

Log (moléculas EI-MIMIC)

0.5{ Leg (moléculas ELMIMIC)

o

, Log(ELMIMICICONA)

D

B PC PR 1R 5D

3 4 5
3 a H

Log (moléculas EI-MIMIC) :

4.2x10°
Moléculas de
TGF-B1/ugRNAL

4.5x10°

Moléculas de
TGF-p1/ugRNAt

7.3x10°
Moléculas de
TGF-p1/ugRNAt

3.6x10°

Moléculas de
TGF-B1/ugRNAL

4.7x10*

Moléculas de
TGF-p1/ugRNAt

—18S rRNA

(271pb)

P Figura A3. PCR cuantitativa para TGF-B1 y amplificacion del 18S rRNA como housekeeping.

PCR cuantitativa para TGF-f1

Para cada una de las 5 retrotranscripciones de cada animal se realiz6 una PCR

cuantitativa compuesta por un total de 12 reacciones:

moléculas por tubo.

(EI-MIMIC+)
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7 diluciones de EI-MIMIC que comprendian el intervalo desde 1.0x105 a 1.4x102

2 controles positivos, uno conteniendo cDNA (RT+) y otro conteniendo EI-MIMIC



e 3 controles negativos: el control de genémico (AMV-), el control de reactivos de la
retrotranscripcion (RNA-), y el control de reactivos de la PCR sin ¢cDNA ni EI-
MIMIC (H20).

La mezcla de reaccion estaba compuesta por: buffer de PCR 1X (10 mM Tris-HCI, pH
8.3; 50 mM KCI; Ecogen), 2.omM dNTPs (Boehringer Mannheim), 0.25uM de
cebadores (sentido 5° GCC GCT GCT GCT GCC GCT GCT GT; antisentido 5 TCA TAG
ATT TGG TTG CCG CTT TC), 0.omM MgCl2 y 0.5U Taq DNA polimerasa (Ecogen). Las
reacciones que formaban parte de la curva estdndar de la PCR cuantitativa contenian
32ul de la mezcla de reaccion, 4ul de EI-MIMIC y 4ul de ¢cDNA (diluido %4). Las
muestras asi preparadas se dispusieron en un PTC-200 DNA-Engine (MJ-Research) en
las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C 5’ y 35 ciclos de PCR compuestos
por: desnaturalizacidon a 94°C 30”, hibridacion a 57°C 30” y extension a 72°C 30”. Se
incluy6 una extension final de 72°C 5.

Posteriormente, los productos de PCR se separaron por electroforesis en agarosa-
nusieve al 2.5% (Pronadisa) durante 90’ a 6V/cm y fueron tefiidos con bromuro de
etidio. El competidor MIMIC presenta un tamaiio de 196pb, mientras que el cDNA para
TGF-B1 rinde una banda de 339pb. Los geles fueron fotografiados con el sistema Kodak
DCi120 Digital Access y las intensidades cuantificadas por densitometria mediante el
programa Phoretix-1D (Nonlinear Dynamics). Un experimento representativo de la
cuantificacion de TGF-f1 se muestra en la Figura A3, B. Los controles negativos se

muestran en la Figura A3, C.

El cociente de las densidades corregidas por tamanos de EI-MIMIC y ¢cDNA (factor de
correccion: EI-MIMIC x 1.73) se representaron en funcion de la cantidad inicial de EI-
MIMIC presente en cada reaccion y sometida a regresion lineal con GraphPad Prism
3.0 (GraphPad Software Inc). El punto de corte con el eje de abcisas representa la
cantidad inicial de cDNA presente en la muestra. El resultado final se expresa como
moléculas de TGF-B1/ug de RNAt (Figura A3, B). Antes de normalizar los resultados
con logaritmo natural, el coeficiente de variacion intraensayo (%CVinwa) para la suma de
RT, PCR cuantitativa y densitometria fue del 21.2% (n=8). Tras la normalizacion el
%CVintra se fijo en 2.8% (Figura A4).
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Amplificacion de 18S rRNA como housekeeping.

En este estudio se decidi6 sustituir el gen housekeeping GAPDH presente en el EI-
MIMIC por la valoracion semicuantitativa de 18S rRNA con la finalidad de confirmar
tanto la celularidad como la valoracion de los RNA testados.

Existen evidencias (Zhong and Simons, 1999) que indican que GAPDH es muy variable
bajo condiciones de hipoxia y se sugiere que estas variaciones serian mas acusadas
durante la isquemia que sufre el rindén durante el trasplante. De entre todos los genes
housekeeping revisados por este grupo bajo condiciones de hipoxia el 28S fue el menos
variable (28S y 18S se transcriben en un mismo rRNA 45S que es después procesado
para obtener los distintos rRNA) (Alberts et al., 2002).

Se disefiaron unos cebadores especificos para 18S rRNA: (N° Acceso: AF179868,
AF102857): sentido 55 CGT CCC CGC CCC TTG CCT CT; antisentido 5° GCT TTC GCT
CTG GTC CGT CTT que generan un producto de 271bp. Se testaron varias diluciones
del cDNA a distintos ciclos de PCR con tal de determinar la linearidad de la PCR. Las
condiciones finales fueron: PCR buffer 1x (10 mM Tris-HCI, pH 8.3; 50 mM KCl;
Ecogen), 2.omM dNTPs (Boehringer Mannheim), 0.5uM de cebadores, 2.omM MgCl2
y 0.5U Taq DNA polimerasa (Ecogen). El cDNA se diluy6 1/40 y 4.oul fueron sometidos
a 22 ciclos de amplificacion bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C 5’
y 35 ciclos de PCR compuestos por: desnaturalizacién a 94°C 30”, hibridacién a 60°C
30" y extension a 72°C 30”. Se incluy6 una extension final de 72°C 5.

Posteriormente, los productos de PCR se cargaron en agarosa 2.0% (Pronadisa), se

hicieron correr 60’ a 6V/cm y fueron tefiidos con bromuro de etidio (Figura A3, D). Las
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imagenes fueron adquiridas y tratadas como en el caso de TGF-B1. Los resultados se
expresan como unidades arbitrarias de densitometria (UAD). El %CVinwa para la suma

de la RT, PCR semicuantitativa y densitometria fue del 4.4% n=7).
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Apéndice III

Cuantificacion de por PCR en tiempo real con el sistema LightCycler

La complejidad y elevado tiempo necesario para el diseno y anélisis de expresion por

PCR competitiva ha limitado durante mucho tiempo la cuantificacion de RNA.

Actualmente, los nuevos marcadores fluorogénicos y los termocicladores en tiempo real
facilitan esta cuantificacion. La adquisicion por nuestro grupo del sistema de PCR en
tiempo real LightCycler nos permiti6 determinar la expresion de los genes a estudio de
una manera relativamente mas sencilla y sobre todo con un menor tiempo de anélisis
ya que se eliminan todas las fases post-PCR, limitando asimismo la contaminacion ya
que la reaccion de PCR y el anélisis se realizan en el mismo tubo (Bustin, 2000; Bustin,

2002; Wong and Medrano, 2005).

Semicuantificacion por PCR a tiempo real: curvas standard de cDNA.

La cuantificacidon que realizaremos con el sistema en tiempo real fue semicuantitativa,
esto significa que no obtuvimos un resultado cuantitativo en moléculas/ugRNA sino
que el resultado se expres6 en ng equivalentes de cDNA de la curva standard. Para ello
se realiz6 un pool de RNA de 5 biopsias basales que se retrotranscribieron, diluyeron y

alicuotaron a -70°C.

Optimizacion de la PCR en tiempo real

Los cebadores que utilizamos en la amplificacion de los genes a estudio fueron
disenados con PrimerSelect (DNAStar Inc.) y optimizados. Este tltimo aspecto consiste
en la determinacion empirica de la concentracion de Mg2*, determinacion de la
temperatura de annealing, asi como del nivel de expresion en condiciones basales
determinado por el crossing point (Cp) y la temperatura de melting (Tm) caracteristica
de cada producto de PCR. Asimismo, se determina la eficiencia de cada PCR utilizando

la pendiente de la curva standard para cada uno de los genes.
PCR en tiempo real

Una serie tipica de cuantificacion consta de: 6 puntos de curva standard de cDNA

(entre 50 y 3.1 ng cDNA/capilar), dos controles positivos, las muestras problema a 12.5
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ng cDNA/capilar y los controles negativos de PCR y RT. El mastermix esta constituido
por FastStart DNA Master SYBRGreen I 1X (Roche), uracilo-N-glicosilasa (Roche) y los
cebadores especificos (0.51uM). Los capilares asi preparados de disponen en el rotor del
sistema y son sometidos al protocolo especifico para cada uno de ellos que consiste en
una fase de amplificacién y otra de melting. El software LightCycler 3.5 calcula al final
el Cp para cada uno de los puntos de la curva standard y de las muestras extrapolando
estas tltimas y determinando para cada una de ellas los ng equivalentes del gen

problema.

Control de calidad, determinacién de los coeficientes de variacion.

Se realizaron controles de calidad con el objetivo de determinar los %CVintra € %CVinter
para cada uno de los genes analizados. Para ello se procesaron dos pools de RNAt de 5
biopsias basales que se retrotranscribieron, diluyeron y alicuotaron a -70°C. En cada
serie se analizaron estos controles determinandose su %CV. Los resultados de los CVinra
para TGF-B1 y 18S rRNA se muestran en la Figura A5, mientras que los CViner Se

muestran en la Figura A6.
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Asimismo todos los RNAt obtenidos fueron analizados en cuanto a su integridad y
pureza y se establecieron los controles de contaminacion de DNA gendémico y de
contaminacion de reactivos de RT y PCR. Las variaciones en cuanto a la eficiencia de la

PCR también fueron analizadas y se muestran en la Figura A7.
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La Figura A8 muestra una comparativa de los tiempos de trabajo entre la PCR
competitiva y la PCR a tiempo real. Los tiempos de extraccion, valoracion, chequeo de
la integridad y retrotranscripcion son los mismos para las dos técnicas, sin embargo en
el diseno y optimizaciéon encontramos la primera gran diferencia, una competitiva
estaria puesta a punto en dos o tres semanas mientras que una PCR a tiempo real se
consigue optimizar unos dias (o en horas si se opta por la adquisicion de un kit

predisenado).
Asimismo, al eliminarse las fases de post PCR y el analisis manual, los resultados de la

PCR en tiempo real los obtendriamos en unas dos horas, mientras que para la

competitiva necesitariamos un minimo de ocho.
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Apéndices

Para finalizar, la Tabla A1 muestra una comparativa resumen de varias caracteristicas
de la cuantificacién por PCR. Mientras que la PCR competitiva consume un 40% de la
RT (1 ug RNA total) por gen, la PCR en tiempo real consume un 1.25% lo que permite
analizar entre 40 y 80 genes dependiendo de su nivel de expresiéon. La sensibilidad y
especificidad son comparables, puesto que son inherentes al proceso de PCR. Por
altimo los CViger son aceptables para la PCR competitiva (teniendo en cuenta la
complejidad técnica que arrastra) y comparables a los valores obtenidos por otras

metodologias como los ELISA para la PCR en tiempo real.

Tabla A1. Compartiva resumen de varias caracteristicas de la cuantificacion por PCR.

PCR competitiva PCR tiempo real
Consumo de 40% 1.25%
cDNA
N° de genes/RT 2-3 40-80
Sensibilidad ALTA ALTA
Especificidad ALTA ALTA
%CV intraensayo ND < 6.0%
%CV interensayo <20% <10%
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