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INTRODUCCION

1. BREVE HISTORIA DEL TRASPLANTE RENAL

La historia del trasplante renal esta ligada a los esfuerzos de la humanidad por intentar
garantizar la vida de un semejante, sustituyendo un érgano enfermo por otro sano procedente
de otro individuo o de un animal **. El desarrollo de la técnica quirtrgica y el conocimiento del
sistema inmunoldégico, ayudados por la aparicién de nuevos farmacos, hizo que los portadores
de la enfermedad renal crénica tuviesen aumentada la supervivencia con el trasplante renal de

un 5% hasta un 20% *°°,

La sustitucion de 6rganos o tejidos dafiados o inservibles por otros nuevos no es una
idea nueva, y a lo largo de la historia podemos recoger algunos testimonios escritos que

aluden a esta practica desde hace mas de dos milenios.

En el siglo | d.C., un cirujano indio llamado Sushruta utilizaba autoinjertos de piel para
la realizacion de rinoplastias, segun se recoge en el texto De Medicina. Del siglo IV d.C. nos
llega la utilizacién, por primera vez, de un 6rgano extraido de un cadaver para reemplazar la
pierna gangrenosa del diacono Justiniano por los médicos Cosme y Damian. La extremidad
inferior de un gladiador etiope muerto fue el injerto utilizado para este primer trasplante de

“donante cadaver” 29,

Durante el siglo XVI, Gasparo Tagliacozzi, en Bolonia, puso de manifiesto el caracter
singular de cada persona, por la imposibilidad de realizar trasplantes entre dos individuos
distintos. Llegé a esta conclusion mediante la realizacion de rinoplastias con injertos cutaneos,
en las que so6lo obtenia éxito cuando se trataba de autoinjertos. Fue en la segunda mitad del
siglo XVIII cuando, John Hunter, padre de la cirugia cientifica, consider6 la posibilidad que mas
tarde llevaria a cabo, de trasplantar tejidos. Trasplantaria dientes de una persona a otra, un

diente de una persona a la cresta de un gallo y el testiculo de un gallo a una gallina “sin alterar
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Introduccién

la condicion de galina”; Hunter afirmaba; “El éxito de esta operacion se funda en la
predisposicién que todas las sustancias vivientes muestran a unirse con aquellas otras con las
gue se ponen en contacto aunque posean distinta estructura y aun cuando la circulacién tenga
lugar en ellas” (appud Shackman, 1966) '°. Con estas apreciaciones, Hunter se estaba

anticipando en mas de siglo y medio a los primeros injertos experimentales de rifion.

En 1902, Ullman ** llevé a cabo por primera vez el auto, el homo y el heterotrasplante
de rifidbn entre perros y de perro a gato, utilizando tubos protésicos para las anastomosis
vascular. Los detalles acerca de la supervivencia y la excrecién urinaria de los injertos, se han
perdido. EI mismo afio intenta trasplantar un rifion de cerdo en el pliegue del codo de una
enferma con uremia, sin embargo, el rifién no funcioné por problemas técnicos *2.

También en 1902 Alexis Carrel

, trabajando primero en Lion y después en el Instituto
Rockfeller en New York, desarrollaria una técnica de anastomosis vasculares utilizando sutura
directa de los vasos en forma término-terminal y término-lateral. Con esta técnica realizaria sus
primeros autotrasplantes en perros, colocando el injerto en el cuello de los animales vy
observando como secretaban orina '*. En 1906, Carrel y Guthrie *°, desarrollan el método de

patch arterial para las anastomosis de pequefios vasos, haciendo una breve mencién de los

trasplantes realizados en gatos utilizando esta técnica.

El mismo afo, describen un caso de homotrasplante en el perro, mediante la técnica
“en masa”, esto es; trasplantando los dos rifiones en bloque y anastomosando cava y aorta del
injerto a la cava y aorta del receptor. La orina se mantuvo dentro de los limites de la

normalidad hasta el 8° dia y el perro sobrevivié diez dias *°.

En 1908 Carrel et al. *’ de nuevo aporta su experiencia con catorce gatos sometidos a
homotrasplante, mediante la técnica “en masa”. La maxima supervivencia fue de 36 dias,
observando hasta el 16° dia un aumento considerable del tamafio del injerto y la presencia de
albumina en la orina. También dedujo que isquemias de 50 o 60 minutos no significaban
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necesariamente el fallo del injerto. Incluso perfundié injertos con solucidon de Locke y suero
fisiolégico, observando el efecto beneficioso del enfriamiento en los injertos previamente al
trasplante *°. Por sus diversos experimentos en la cirugia vascular y trasplante de 6rganos
tanto autologos como homélogos, Carrel recibioé el Premio Nobel en Fisiologia y Medicina en
1912 '8 Otra aportacion importante de Carrel fue su observacion en los cambios histoldgicos
del rechazo en rifiones homotrasplantados que presentaron edema, infiltracién por células
plasmaticas y células de la serie linfoide, dilatacion de los tubulus con adelgazamiento epitelial

y excesiva fibrosis intra y peri renal.

Floresco en 1905 *°, realiz6 homotrasplante renal entre perros, situando el injerto en la
region inguinal, cervical y en la fosa renal, obteniendo una supervivencia media de 3 dias.
Jabulay en 1906 y Unger en 1910 * intentaron sin éxito el trasplante de rifiones en humanos
'8 villard y Tavernier en 1910 *° y Villard y Perrin en 1913 '°, aportaron sus experiencias con

homotrasplantes renales, observando produccién de orina como maximo al octavo dia.

Avramovici en 1914, realiza dos heterotrasplantes renales de perro a gato, segun la
técnica “en masa” (supervivencias de 49 a 58 dias, con normal excrecion de orina) y 11 casos
de homotrasplante renal, segun técnica “en masa” y técnica de injerto Unico, con
supervivencias superiores a los dos meses. Igualmente aporta aporta sus experiencias de
hemotrasplantes renales con injertos conservados en frio por mas de treinta horas,
consiguiendo una supervivencia de mas de 50 dias. Lamentablemente, estos resultados no se

acompafian de estudios histolégicos y urinarios que confirmen tan alta supervivencia .

Willianson en 1923 y 1926 y Ibuka en 1926, de la Rochester Mayo Fundation, llevan a
cabo homotrasplante renal en perros y gatos. Ambos coinciden en evidenciar la entre perros y
gatos. Ambos coinciden en evidenciar la diferencia entre autotransplantes, que mantienen
vidas durante meses y homotrasplantes, que sobreviven en general por periodos de escasos
dias. Estos autores confirmarian las observaciones de Carrel en 1914 acerca de la evidencia
de que en un determinado periodo de la vida (primeras semanas), se desarrollaba una nueva
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funcién que otorgaba al organismo el poder de eliminar un tejido extrafio. Agregaron que
“probablemente, la supervivencia de un homotrasplante renal dependia del grado de
compatibilidad biolégica entre donante y receptor, y que si fuera posible estudiar a los
animales mediante alguna prueba del grupo tisular, podria obtenerse una supervivencia

prolongada en animales estrechamente relacionados” *°.

Durante los siguientes cuarenta afios muchos autores siguen el camino de los pioneros
y llevan a cabo cientos de trasplantes en animales, llegando todos a practicamente las mismas
conclusiones que Carrel. Holloway en 1926 *°, Wu y Mann en 1934 *°, Parkinson y Woodworth
en 1947 %°, Oudot en 1948 #, Lefebvre en 1949 ?*, Simonsen y Dempster en 1953 3% entre
otros, han llevado a cabo posteriormente homotrasplantes y autotrasplantes renales
experimentales, aportando en cada estudio observaciones particulares. En general, la mayoria
de investigadores coinciden en que los homotrasplantes renales practicados en animales de
experimentacion, funcionaron entre 1 y 18 dias, con una média de cuatro dias, al cabo de lo
cual cesaban de orinar manteniendo en general una excelente vascularizacion. Estudios
histologicos del injerto no funcionante, demostaban edema intersticial y celulas redondas de
infiltracién y destruccién tubular. El glomerulo permanecia en la mayoria de los casos,
relativamente normal. Destaca entre ellos Lefebvre, que en 1949 llega a la conclusion que si
los rifiones son correctamente perfundidos y mantenidos a baja temperatura, mantienen una
viabilidad plena de hasta 24h %. Aspectos genéticos y nuevos conceptos, como el self marker,
se postularon en un intento por comprender los aspectos inmunolégicos inherentes a la
practica del trasplante renal.

Homotrasplante renal humano

El primer alotrasplante renal humano con rifién de cadaver fue llevado a cabo por Yu
Yu Voronoy, quien trasplant6 el 3 de abril de 1933 un rifién de cadaver del grupo A, con una
isquemia caliente de 6 horas, en la ingle de una mujer de 26 afios de grupo O afectada de
insuficiencia renal debida a un envenenamiento por mercurio. A pesar de que no se describen

problemas técnicos durante la intervencion, el riidén apenas produce unas gotas de orina y la
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enferma fallece a los dos dias. El estudio histopatolégico mostré una mezcla de dafio renal por

el mercurio, por rechazo hiperagudo y por anoxia 2%,

En 1945, Landsteiner y Hufnagel, residentes de urologia y cirugia respectivamente en
el Hospital Peter Ben Brighan de Boston, trasplantaron, junto a Hume, un rifion de cadaver en
el brazo de una joven afectada de insuficiencia renal aguda, anastomosando los vasos renales
a la arteria radial y a la vena cefalica y dejando la via excretora libre sobre la piel, cubriendo el
injerto y el pequefo segmento ureteral con gasas y una lamina de caucho estéril. El injerto
comenz6 a funcionar de inmediato, manteniendo diuresis, aunque escasa, hasta el dia
siguiente, cuando los rifiones propios de la paciente empezaron a funcionar. A las 48 horas se
extirpd el injerto. La enferma fue dada de alta, pero algunos meses después ingresé de nuevo

afecta de hepatitis, a consecuencia de la cual fallecié ?°.

Otro avance clave en la historia del trasplante renal, fue la inclusién, durante la misma
época, del rifién artificial o dializador, desarrollado en Holanda por Willem Kolff, quien ide6 un
dializador de tambor giratorio que ya pudo emplear, con éxito, en algunos casos de
insuficiencia renal aguda. En 1946 continta sus trabajos junto a Merril, Walter y Thorn en
Boston, y empiezan a utilizar estos dializadores en el tratamiento de la insuficiencia renal

terminal 6.

En 1950, Lawler, West, McNulty, Clancy y Murphy le extirparon a una mujer de
cuarenta y cuatro afios el rifion izquierdo, poliquistico, no funcionante, y en la misma
intervencion le trasplantaron un rifidn de cadaver de una mujer de cuarenta y nueve afios del
mismo grupo sanguineo. Realizaron las anastomosis a los vasos renales propios de la
receptora (arteria y vena, ambas en término-terminal) y restituyeron la via urinaria mediante
urétero-ureterostomia tutorizada mediante un catéter. Cincuenta y dos dias después
inyectaron indigocarmin i.v., cuya salida se observdé por ambos uréteres, aunque la
concentracion en el lado del trasplante ya era menor. No se realizaron otras pruebas

funcionales y al cabo de nueve meses y medio se practicé la trasplantectomia del injerto, en la
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que se observé un rifiébn de tamafo reducido, con ausencia de estructuras pélvicas o
ureterales y sin funcionalismo alguno, aunque la enferma continud viviendo gracias a su otro
rifién poliquistico. Desde el punto de vista técnico, éste debe considerarse el primer trasplante

renal ortotdpico 272,

Klss, Teinturier y Milliez, presentaron, en 1951, cinco homotrasplantes, con un exitus
por parada cardiaca en un paciente de quince afios, antes de iniciar las anastomosis, y en
general con unos resultados funcionales decepcionantes. En ningun caso el organo
trasplantado pudo mantener una homeostasis normal, a excepcion de un caso en el que el
rifidn utilizado procedia de un ajusticiado (aunque con anomalias vasculares); el resto de
organos empleados fueron rifiones libres, subdptimos. La técnica quirtrgica empleada fue la
anastomosis término-terminal de la arteria a la hipogastrica y de la vena a la iliaca externa,
abocando el uréter a piel, produciéndose necrosis ureteral en dos de los casos. Se utilizé la
heparinizacion y la infusion de ACTH con intencion de bloquear la formacion de anticuerpos,

sin resultado alguno %°.

A partir de 1951 y hasta 1954 comienzan a publicarse algunas series en las que ya se
habla de diuresis aceptables. Es de destacar la serie de nueve trasplantes renales del Hospital
Peter Brent Brigham de Boston, realizados por Hume, Merril, Miller y Torn. Colocan el rifiéon en
el triangulo de Scarpa y utilizan en la mayoria de los casos la infusion de corticoides, en un
intento de inmunosupresion. Cuatro de los nueve rifiones mostraron una funcién aceptable y
en tres la suficiente para mantener con vida a los pacientes, uno de los cuales llegd a vivir

cinco meses y medio *°.

El primer trasplante de vivo a vivo fue llevado a cabo por Michon et al. el 25 de
diciembre de 1952 en el hospital Necker: el receptor fue un joven carpintero a quien dias antes
se le habia practicado una nefrectomia derecha por estallido renal traumatico, ya que el
paciente era monorreno por aplasia renal izquierda. La donante fue la madre del joven, y el
trasplante se llevo a cabo en la fosa iliaca derecha con anastomosis vasculares a los vasos
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iliacos del receptor y anastomosis urétero-ureteral aprovechando el cabo ureteral dejado tras
la nefrectomia. El rifién funcion6 durante veintiin dias, cesando la diuresis bruscamente el 16
de enero de 1953 a pesar de intentar su recuperacion mediante perfusion intravenosa de

corticoides. El joven murié algunos dias después .

En 1954, el primer trasplante renal entre hermanos gemelos univitelinos se lleva a cabo
con éxito en el Peter Ben Brigham Hospital de Boston (Merrill, Murray, Harrison y Guild). El
paciente estaba afecto de hipertension arterial maligna y el trasplante se llevé a cabo tras
comprobar la tolerancia de un injerto de piel realizado entre donante y receptor. La técnica
operatoria fue la colocacién del injerto en la fosa iliaca, con anastomosis arterial a la
hipogéstrica, venosa a la iliaca comun en término-lateral, accediendo a los vasos por via
retroperitoneal, y reimplantando el uréter a la vejiga mediante un tinel submucoso por via
transvesical. El trasplante funciond inmediatamente y el paciente vivid hasta ocho afos

después, cuando fallecié de un infarto al rifion funcionante 3%%°,

Entre 1954 y 1966 se llevan a cabo, en el Peter Ben Brigham, 23 isotrasplantes (uno,
con cuatro arterias, se tromboso; los otros funcionaron entre tres meses y ocho afios). En
1959, Merrill, Murray y Harrison trasplantan con buenos resultados un rifion entre gemelos

bivitelinos 3¢

, previa irradiacion subletal del receptor; seis meses después Vaysse y Auvert,
en el Hospital Necker, realizan otro trasplante en las mismas condiciones, también con buenos
resultados, por lo que Kiss, en Paris, tras establecer un protocolo de irradiacion total de la
médula, comienza de nuevo a trasplantar. En la mayoria de los casos, los rifiones funcionaron
inmediatamente y algunos, incluso, algunas semanas, pero a excepcién de un caso, ninguno

de los doce casos perduré mas de tres meses % %,

En 1962, se realizé el primer trasplante renal con éxito en el mundo con un rifién de
cadaver Muray et al.,1963 *. En los afios siguientes se trasplantaron varios enfermos con
doador familiar, empleando la Azatioprina (Aza) como inmunosupresor de base, y tratando las
crisis de rechazo con prednisona en altas dosis.
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El mismo Kiss, en 1965, aprovechando que, por razones inmunitarias, comienza a
realizarse la esplenectomia, tras hacer la nefrectomia del mismo lado, anastomosa los vasos
del injerto a los vasos renales o0 a los vasos esplénicos, via transperitoneal anterior, con lo que
el rindn quedaba en posicion ortotdpica. Kiss abandond esta técnica por las dificultades que
presentaba en las reintervenciones. Posteriormente fue adoptada por Gil-Vernet, quien
accedi6 a los vasos esplénicos por via retroperitoneal *°. Actualmente el trasplante ortotpico
gueda como una alternativa cuando por alguna que otra causa no es factible o es dificultoso el

trasplante en la fosa iliaca.

Las técnicas empleadas eran buenas, los resultados no tanto y la supervivencia del
paciente y del injerto dejaban mucho que desear *. Los malos resultados eran, sobre todo,
consecuencia de la irradiacion subletal (de 400 a 600 cGy) a que se sometia a los receptores.
Por estas razones se fue disminuyendo la dosis y se empezaron a agregar corticoides y 6-
mercaptopurina, que fue rapidamente sustituida por la azatioprina, pauta que desplazé
totalmente a la radioterapia y permitié el desarrollo de los programas de homotrasplate como
tratamiento de eleccion de la insuficiencia renal terminal *’.

Otros hitos marcaran el camino del trasplante renal. Por un lado, el concepto de
“muerte cerebral” establecido en 1968 por el Comité de la Harvard Medical School y aceptado
posteriormente por el resto de los paises. Su definicion permite la extraccion de 6rganos del

cadaver en tal situacion hemodindmica que suponga un minimo sufrimiento para el

parénquima.

Por otro lado, el empleo de las trasfusiones pretrasplante al receptor, con el fin de que
éste tenga una mejor tolerancia al nuevo 6rgano y una supervivencia mas larga, descritas por
Opelz en 1973; aunque no aceptadas en un primer momento, sus efectos beneficiosos fueron
demostrados por Opelz y Terasaki en el Congreso de la Sociedad Internacional de Trasplantes

de 1978 celebrado en Roma.
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En Espafia los primeros intentos de trasplante son realizados por Martinez-Pifieiro en
1960, entre dos hermanos, y por Younger en 1961 de padre a hijo. Gil-Vernet, Caralps y Alsina
“%iniciaron en el Hospital Clinico de Barcelona en el afio de 1964 la trasplantacién renal en
perros, que les permitiria un afio mas tarde la consecucion del primer trasplante renal con
éxito, a partir de rifidn de cadaver, en Espafia el cual tuvo una aceptable funcién renal durante
un largo periodo de tiempo. En sus primeros afios sigui6 la técnica descrita por Kiiss y hecha
popular por Hume y Murray, y con la que sin duda se obtuvieron buenos resultados. También
en 1965, Alférez en la Fundacién Jiménez Diaz unas semanas después de Gil-Vernet, realizo
con éxito otro trasplante renal procedente de donante cadaver. Se inicia de forma reglada el
programa de trasplantes renales en Espafia, incorporandose sucesivamente al resto de los

hospitales hasta configurar el actual mapa de centros trasplantadores.

El trasplante renal ha permitido, por primera vez en la historia, burlando el rigor de las
leyes bioldgicas que rigen la evolucion de las especies, hacer vivir a un individuo gracias a un
organo extraido de otro. El trasplante renal abrié la via a los otros trasplantes de 6rganos
indispensables para la vida, y todos ellos participan en un acontecimiento que parece un
milagro pero que plantea aun hoy y en el futuro los numerosos problemas de su insercion en la

sociedad.

Descubrimientos iniciales en el campo de lainmunologia del trasplante

Paralelamente a los avances quirdrgicos, en los campos de la investigacion de la
naturaleza del rechazo y en el de la inmunosupresion se sucedieron hechos importantes. Jean
Dausset describe por primera vez en 1958 un antigeno leucocitario. Posteriormente se
descubren nuevos antigenos presentes en leucocitos que posteriormente se denominara
sistema HLA (Antigeno Leucocitario Humano), en 1967. El cross-match o prueba cruzada
entre el suero del receptor y células del donante se vislumbra valido para predecir un rechazo

hiperagudo (1966).
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Hamburger lleva a cabo los primeros intentos para prevenir el rechazo del érgano en
Paris, entre 1959 y 1962, mediante la irradiacion total pretrasplante del receptor. Se aplica la
decapsulacion renal como tratamiento del edema por el rechazo agudo (Kiss y Legrain) y se
irradia el 6rgano trasplantado. Se utilizaron posteriormente con similares fines la timectomia,

esplenectomia y nefrectomia bilateral, sin resultados positivos °.

En 1959, Zukosky y Collaway demuestran el efecto inmunosupresor de la 6-
mercaptopurina. Calne y Murray observan en 1961 la eficacia de la azatioprina en trasplantes

de perros y en 1962 la utilizan por primera vez en el trasplante humano con buenos resultados.

En 1963, Goodwin y Kaufman emplean los esteroides como agente inmunosupresor
Unico en el tratamiento del rechazo, y desde entonces se utilizan de forma habitual.
Posteriormente, Woodruff y Starzl emplean el suero antilinfocitario. Sin embargo, a partir de los
afos 1976-1978 Borel y Calne comienzan a utilizar la ciclosporina con el éxito que hoy
conocemos. En la década de los ochenta su empleo ha supuesto un aumento del 20% en la
supervivencia del injerto. Desde que en 1981 Cosini utilizara por primera vez los anticuerpos
monoclonales, éstos se han empleado con frecuencia para el tratamiento del rechazo

corticorresistente de predominio celular .

2. Trasplante de 6rganos en Espafia

Segun los ultimos datos actualizados de la Organizacion Nacional de Trasplantes
(ONT) (junio 98-junio 99), Espafia ocupa el primer lugar mundial en cuanto a donacién de
organos se refiere. El nimero de donantes en este periodo ha sido de 1.274 (tasa 32 p.m.p).
Esta cifra ha ido aumentando progresivamente en los ultimos diez afios (en 1989 era de 550
donantes). Con todo, en la lista de espera hay, actualmente, 3.850 pacientes; casi dos mil

menos que en 1991 ** .

28



Introduccién

Durante el periodo revisado (julio 99 — junio 99) el 64% de los donantes fueron
varones. La edad media fue de 47.5£18.9 y la principal causa de muerte fue hemorragia
cerebral (58.7%). El 84.5% fueron donantes multiorganicos. Se realizaron 1995 trasplantes
renales de cadaver (tasa 50.3 p.m.p); 800 casos mas que hace diez afos, y 19 de vivo (tasa

0.5 pmp).Catalufia ocupa el segundo lugar por comunidades autonémicas siguiendo a Madrid

42

Los excelentes resultados obtenidos han determinado que tanto la supervivencia
actuarial del paciente al afio (entre 90-100%) como la del injerto (80%) sea muy elevada. A
pesar de estos datos, existe un decalaje importante entre la oferta y la demanda, ya que existe

un déficit de organos.

3. Laobtencién de 6rganos para trasplantes

El interés por obtener érganos a partir de donantes a corazén parado no es nuevo. En
la década de 1960 a 1970, antes de que el concepto de muerte cerebral fuera establecido, la
principal fuente de obtencién de 6rganos eran los individuos en los que ya habia ocurrido la
parada cardiaca. Con el desarrollo de las técnicas de reanimaciéon y de la ventilacién artificial
nace el diagndstico de muerte encefélica en 1970: muerte del individuo previa a la parada

cardiorrespiratoria por el cese de las funciones encefalicas.

En Espafia, en el afio 1979 se promulgoé la Ley espafiola de trasplantes, desarrollada
en el Real Decreto de 1980, actualizada en el Real Decreto de 2000, que derogaba la antigua
ley de 1950. Esta ley permitia regular todo el procedimiento de la donacidn, extraccion y
trasplante, de donante vivo y de cadaver, indicando los criterios médicos para el diagnostico
clinico de la muerte cerebral. A partir de aceptar el concepto de muerte cerebral, el interés en
los donantes a corazén parado descendid. Los 6rganos obtenidos de donantes en muerte
encefélica fueron de indiscutible mejor calidad, con lo que se demostr6 que los resultados
obtenidos podian igualarse a los de donantes vivos. Todo ello derivé en el abandono casi total

de la extraccién de cadaver. En paises como Japdn, donde legalmente no se acepta el
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concepto de muerte cerebral, la principal fuente de donantes proviene de donantes a corazon

parado.

El nimero de donantes potenciales por millén de habitantes se encuentra en torno a
los treinta. A pesar de que Espafa tiene el indice de donacion de 6rganos por millon de
habitantes mas alto del mundo (32 segin ONT, actividad de donacion y trasplante en 1999), y
el numero de donantes es cada vez mayor, continla existiendo un déficit de organos,

circunstancia que conllevé en 1994 una mortalidad en la lista de espera de hasta un 6,8% *.

Ademas, con la entrada en vigor de la Ley de seguridad vial en 1992, que obliga al
uso de los cinturones de seguridad en los automoéviles y del casco protector en las
motocicletas, el numero de traumatismos craneoencefalicos y de victimas mortales en
accidentes de trafico descendi6, por fortuna, aunque se agravo la problematica del déficit de
donantes.

Alternativas para aumentar la obtencién de 6rganos

La falta persistente de érganos aptos para trasplante obliga a la utilizacion de todos los

medios humanos y técnicos en la investigacion de soluciones alternativas.

Donante marginal

Como consecuencia de esta escasez, se han ido ampliando cada vez mas los criterios

de seleccién de los cadaveres donantes de 6rganos ****

para aumentar al maximo, con ello, el
niamero de organos disponibles. Este hecho ha significado aceptar donantes de edad mas
avanzada (mayores de sesenta afios) al observar que esto no influia en la supervivencia
posterior del paciente. También cambi6 la primera causa de muerte de los donantes *°: de ser
el traumatismo craneoencefélico pasé a ser la hemorragia intracraneal espontanea, de modo

gue cambid el grupo de edad (veinte-treinta afios a cincuenta-sesenta y nueve afios). Se trata

de donantes marginales, pues tienen, antes de la extraccion, una estancia prolongada en la
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UCI, con drogas vasoactivas, patologias asociadas a la edad como hipertension arterial,
diabetes mellitus, etc. Sin embargo, se estan utilizando de forma creciente, de modo que se

han convertido en los donantes mas habituales.

Donante a corazon parado

La discrepancia actual que existe entre la oferta y la demanda de 6rganos ha obligado
recientemente a explorar otras fuentes de donantes que permitan aumentar el ndmero,
reavivando el interés por los donantes a corazén parado. El programa de obtencidn de rifiones
de donantes a corazén parado se inici6 en 1980 en el Hospital Universitario de Maastrich *°.

Se calcula que el nimero de donantes potenciales podria aumentar hasta un 20% *’.

4. Concepto de donante a corazén parado

Se define donante a coraz6n parado como aquel individuo en situacién 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
extraccién de organos viables para ser utilizados para trasplante. Se considera parada
cardiaca irreversible, segin la Sociedad Espafiola 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.

Tipos de donante a corazén parado

Asi como la donacion de érganos basada en la muerte cerebral esta regulada por la
ley, la basada en la parada cardiorrespiratoria del paciente no dispone de normativa. En marzo
de 1995, en el First International Workshop on Non Heart-Beating Donors, celebrado en

Maastricht, se realizé un documento de consenso “*® en el que se establecia una serie de
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recomendaciones, definiciones y caracteristicas de lo que debian ser los donantes a corazén

parado. Se propuso una clasificacién en cuatro categorias (Clasificacion de Maastricht) *°.

En Espafia este documento se ha adaptado a nuestro ambiente, y sus conclusiones
han quedado plasmadas en el Documento de Consenso Espafiol emitido por la Organizacion

Nacional de Trasplantes en noviembre de 1995 *°;

Categoria l: 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.

Categoria ll: Parada cardiaca con maniobras de reanimacion 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. Hay poca experiencia

publicada al respecto. Es el segundo tipo mas frecuente.

Categoria lll: A la espera de la parada cardiaca.

Paciente en muerte cerebral o con lesién neuroldgica irreversible secundaria a
traumatismo o a tumor cerebral, al que, de acuerdo con la familia, se le retira la ventilacion
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. Se da en paises como Holanda y Estados Unidos ***3. En Espafia existe algin caso

esporadico.
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Categoria IV: 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 extraccién. Debido a la inestabilidad

hemodinamica 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 érganos a corazon parado incluyen, generalmente: edad inferior a sesenta y cinco
afios, tiempo de isquemia caliente inferior a 30 minutos sin contabilizar el tiempo transcurrido
durante las maniobras de resucitacion cardiopulmonar efectivas, pudiendo ser el tiempo total

5457 asi como el resto de criterios de seleccién

antes de la perfusion fria de hasta 2 horas
habituales para los donantes en muerte cerebral (ausencia de historia de enfermedad renal,
hipertensién no controlada, enfermedad maligna excepto tumor cerebral primario, signos de

adiccion a drogas via parenteral, infeccion sistémica o sepsis).

Procedimientos de extraccion de drganos

Al inicio, el procedimiento de extraccion de érganos a corazdn parado se inicia tras el
diagndstico 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 recirculacién fria. Inicialmente se continda la RCP mediante ventilacion artificial
y masaje cardiaco, con finalidad de mantener la mejor perfusion posible de los 6rganos, y se

% recomiendan el uso de

procede a la heparinizaciéon del donante. Algunos autores
fentolamina (0,125 mg/kg) para provocar vasodilatacion de los vasos renales previamente a la
perfusion y facilitar asi el descenso rapido de temperatura. Posteriormente, se cateterizan la

arteria y vena femoral por diseccion quirirgica y se inicia la perfusion fria de los 6rganos.
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Perfusioén in situ

Al principio, la perfusién renal se conseguia mediante la perfusién por gravedad de

|57

liquido de Collins frio, a través de la arteria femoral > (perfusion in situ), con modificaciones

posteriores °">%%2,

La utilizacion de Banowsky et al. en 1971 ® y Garcia Rinaldi ** et al. en 1975 de un
catéter de doble bal6n vy triple luz colocado en la aorta por via femoral, de forma que aislara la
circulacion renal, permitié la perfusién fria de estos 6rganos y su posterior viabilidad para

trasplante. Posteriormente Garvin *® y Schweizer *° y, més recientemente, Fujita ®°, Kootstra,

| 54,61,62,64-67

Booster, Ruers et a , asi como otros equipos **°°%®# han puesto en practica estos

57,60,61,83,84,

métodos, mediante el uso de diversos tipos de catéteres (doble y triple luz , catéter

8586 catéter de cuatro luces ®'), con los que se han obtenido

de Foley °’, catéter de Anaise
buenos resultados, que aconsejan la inclusion de este grupo de donantes en el programa de

obtencién de érganos.

Se ha sugerido que el enfriamiento renal de superficie, mediante “perfusion peritoneal

hipotérmina continua” ®

, podria reducir la temperatura renal y proteger la microvascularizacion
en caso de perfusion fria no suficientemente efectiva, especialmente en casos de perfusion de
larga duracion *® . Paprocki ® ha utilizado esta técnica de forma aislada en cuatro donantes

con buen resultado.

Otro factor que se ha relacionado con una mejoria en la funcién renal postrasplante
ha sido la presion de perfusién del liquido de preservacion. Anaise %°%® demuestra que
cuando ésta es de 70 mmHg, el descenso de la temperatura es mas rapido y efectivo (hasta
15 °C en 5 minutos). Elevadas presiones en el liquido de preservacion mejoran la funcién renal

89

postrasplante Una presion de perfusion baja aumentaria la liberacion de renina-

angiotensina, lo que ocasionaria un aumento de las resistencias vasculares renales,

circunstancia que condicionaria una disminucién del flujo renal y una mala hipotermia 3>,
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Se ha ensayado con diferentes liquidos de perfusion (HTK **, Wisconsin "%, Ringer
lactato °°, Euro-Collins). La solucién de Wisconsin contiene adenosina, necesaria para la
sintesis de ATP, mejora la microcirculacion, inhibe la agregacién plaquetar y protege las
células endoteliales. La HTK es una excelente solucion de perfusion debido a su baja
viscosidad. La solucion de Euro-Collins tiene la desventaja de que causa aumento de las
resistencias vasculares, pues presenta una concentracion elevada de potasio (115 nmol/L), lo
gue provoca vasoconstriccion de los capilares glomerulares, que da lugar a una mala
perfusion. Ademas, antes de su uso debe ser mezclada con glucosa (70 ml de glucosa 50%

con 930 ml de E-C).

Recientemente, varios estudios estan devolviendo protagonismo a la preservacion de
los 6rganos mediante la utilizacién de “maquinas de perfusion pulsatil” hasta el implante. Estos
estudios han demostrado una mejoria en el funcionamiento renal postrasplante en aquellos
rifiones afectados por dafio isquémico. Reduce la incidencia de retraso inicial en la funcion del
injerto °>% y regenera el ATP * en rifiones sometidos a isquemia caliente. Este tipo de
preservacion, en oposicion a la preservacion fria simple, podria reducir las resistencias

vasculares inducidas por la isquemia y facilitar la eliminacion de los restos de hematies de la

microcirculacion, lo que permitiria una mejor reperfusion postimplante *.

El enfriamiento corporal total

Estas técnicas se han ensayado en estudios experimentales animales °’ como

alternativas a la perfusion in situ, y se han obtenido resultados favorables. Tras los buenos
resultados obtenidos con la perfusion corporal total mediante circulacion extracorporea para la

preservacion de corazon y pulmén, asi como en los casos de la extraccion multiorganica %,

51,59

Koyama y otros autores °%®' han utilizado la técnica del enfriamiento corporal total

mediante bypass cardiopulmonar en donantes renales humanos a corazén parado con buenos

62

resultados. Hoshino 4, en sus estudios experimentales, plantea la obtencion de higados y

rifones en este tipo de donantes mediante la técnica citada. Esta, con la alta presiéon de
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perfusién del liquido de preservacion, permite la correcta perfusion del cadaver, su
oxigenacion y enfriamiento, por lo que se prevé que en un futuro proximo sea el método de
eleccion para la obtencion de organos en este grupo de donantes. No obstante, presenta
problemas en su utilizacion en los donantes politraumaticos con ruptura del arbol vascular

(hemotérax, ruptura de grandes vasos, hemoperitoneo, etc.).

La recirculacion normotérmica

Consiste en la perfusibn normotérmica de los 6rganos a 37°C con sangre
hiperoxigenada mediante bypass cardiopulmonar, previo al enfriamiento corporal total.
Disminuye de forma importante el retraso en la funcion inicial de estos injertos. Este hecho se
podria explicar, en primer lugar, porque se ha demostrado que la sangre es mejor solucion de
preservacion que los cristaloides para recuperar el tejido dafiado *°*'%2, Van der Wijk et al. ya
lo observaron en rifiones preservados ex vivo de esta manera '® y Gaber et al. lo demostraron

en un modelo experimental con ratas %

Mayfield et al. *** demostraron la mejoria de los rifiones perfundidos con sangre en el
control del edema tisular y la actividad de la bomba de iones. Maessen et al. **> demostraron la
mejora de la viabilidad de rifiones dafiados por la isquemia y almacenamiento en hielo durante
48 horas cuando eran sometidos a una inmediata perfusion normotérmica. Otros autores han

demostrado, en el ambito experimental, que la utilizacion de recirculacion normotérmica

105,106

permite recuperar los niveles de adeninnucledétidos , con la consiguiente importancia para

107

la viabilidad del 6rgano. En este sentido, Rijkmans et al. " expone que es posible prevenir el

dafio irreversible mediante la perfusion sanguinea. Se ha visto que mejora la supervivencia del

trasplante hepético y que permite trasplantar higados con un tiempo de parada cardiaca entre

20 y 40 minutos. El dafio que estos higados sufren debido a la isquemia es reversible %57,

Algunos grupos han usado esta técnica y también han obtenido buenos resultados, tanto en

105,108,109

higado como en rifion '%. La experiencia en el tema del grupo del Hospital Clinic de

Barcelona fue actualizada y publicada por Valero et al., en el afio 2000 **°.
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Aspectos legales

Una vez el cadaver en parada cardiorrespiratoria irreversible se ha perfundido, durante
la fase de enfriamiento de los 6rganos se solicita el consentimiento familiar y judicial, si fuera
preciso, para la donaciéon. Una vez obtenidos éstos, el cadaver es conducido al quir6fano,
donde se practica la extraccién de los 6rganos. El consentimiento familiar adquiere en este
grupo de donantes una mayor dificultad por el mayor dramatismo del momento, dada la
agudeza del proceso. Los aspectos legales también tienen unas caracteristicas especiales que
lo diferencian de los procedimientos habituales de los donantes por muerte cerebral. Destaca
el hecho de que el cadaver esté diagnosticado como exitus letalis por el equipo médico que lo
atendid, debiéndose, a partir de este punto, diferenciar dos posibilidades: a) el caso de la
muerte natural, en la que el certificado médico de defuncion y el consentimiento familiar son
suficientes para autorizar la extraccién de organos, y b) el caso de la muerte violenta, en el
gue, antes de la extraccion de Organos, es precisa la presencia del médico forense, que
permitird la extraccién durante la autopsia (autopsia-extraccidn), que se realizara, en este
caso, en condiciones de asepsia en quiréfano y de inmediato tras los procedimientos previos

antes detallados.

Experienciatras la utilizacién de érganos de donante a corazdn parado

La inclusion de donantes a corazén parado en el grupo de donantes aptos para
trasplante ha supuesto un incremento en el nimero total de donantes entre un 7% y un 20%

segun las series *'.

El principal problema que se deriva de la utilizaciéon de los riflones de donantes a
corazén parado es una mayor incidencia de necrosis tubular aguda o retraso del

funcionamiento del injerto en los receptores de los 6rganos obtenidos a corazén parado, asi

111,112,113

como una elevada incidencia de rifiones con fallo primario del injerto . En los grupos
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con mas experiencia, la incidencia de retraso en el funcionamiento del injerto oscila entre un
48 y 78,4% vy la incidencia de fallo primario entre un 4 y un 19% ** 12! | 3 aparicién de
rechazo vascular agudo asociado al sindrome hemolitico urémico se ha observado en algunos

casos, sin que se haya podido establecer una relacion causal %%,

Como ya se ha comentado con anterioridad, la utilizacion de diversos liquidos de

123,124

preservacion , con reductores de los radicales libres '#, el acortamiento del tiempo de

isquemia fria, la utilizacibn de maquinas de perfusion para la preservacion durante este

127,128,114

periodo ¥, y la utilizacién de pequefias dosis de ciclosporina , son algunas de las

medidas que se recomiendan para mejorar aun mas el funcionalismo de estos érganos. En

129 ytilizan  vasodilatadores,

experimentos animales, Shirakura y colaboradores
antitrombociticos, antiarritmicos, anticomplemento y antirradicales libres (prostaciclina,
propanolol, alopurinol, nafamostato mesilato) para la obtencion y transplante de pancreas,

corazon, pulmén y rifiones tras 30 minutos de isquemia caliente.

Con todo esto, la viabilidad de los riflones procedentes de donantes a corazén parado a
largo plazo es similar a la de los 6rganos procedentes de donantes en muerte encefalica. La
supervivencia del injerto renal es de alrededor del 75% el primer afio y del 60% al cabo de

cuatro afios, y son similares en la mayoria de las series **1113114.121,124,127.130

El trasplante renal acumula la mayor parte de 6rganos con donantes a corazon
parado. Aunque en estos momentos la casuistica sea relativamente corta, ha dado lugar a un
gran numero de publicaciones. Todas coinciden en que los riflones asi obtenidos son utiles
para trasplante >*°¢16869.77.78 A pnasar de tener una mayor incidencia de fracaso de la funcion
inicial, su supervivencia a largo plazo se aproxima a la obtenida con aquellos rifiones

provenientes de donantes con corazon latiendo %%,

El hospital Clinic de Barcelona comenz6 el programa de identificacién y obtencion de
rifiones a partir de donantes a corazon parado en 1986. Desde octubre de 1986 hasta marzo
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de 1999, se han obtenido 57 donantes potenciales a corazén parado. La edad de los donantes
fue de 39,5 + 15,6 afios, y la distribucidn por sexos: 43 varones y 12 hembras; 51 donantes
fueron de la categoria Il de Maastricht y 6 donantes fueron de la categoria IV. La causa de
muerte fue debida a enfermedad cardiaca (40,4%) o politraumatismo (36,8%). El tiempo medio
de isquemia caliente fue de 68,9 + 35,6 minutos, con un periodo medio de isquemia caliente

sin maniobras efectivas de resucitacion cardiopulmonar de 6,23 + 7,11 minutos **°.

En 9 casos (15,3%), el proceso fue abortado debido a causa de la negativa familiar y
en 2 casos, debido a negativa judicial (3,4%). 16 donantes (27,2%) fueron rechazados debido
a contraindicacion clinica: técnica de perfusion deficiente en el donante en 9 casos (15,8%),
organos deficientemente perfundidos en 2 casos (3,5%) y factores de riesgo o serologia virica

positiva en 5 casos (8,7%).

En el Hospital Clinic se han empleado tres tipos diferentes de perfusion de érganos.
Desde 1986 hasta 1989 se ha usado la perfusion in situ, “el enfriamiento corporal total” con
bypass cardiopulmonar desde 1990 hasta 1996 y ultimamente, desde 1997 hasta ahora se ha
usado “la recirculacion normotérmica”. El tipo de perfusion de los organos fue la siguiente: 29
casos (50,9%) perfundidos con técnica de perfusion in situ con solucion fria de Collins por
gravedad, y en 8 casos (14%) perfusion in situ mediante bomba no pulsatil. 11 casos fueron
perfundidos mediante “enfriamiento corporal total” (17%) pero en 3, debido al retorno venoso
limitado, se suspendid este tipo de perfusion y se inicio la perfusion in situ por gravedad. En

los restantes 6 donantes (10.52%) se us6 la técnica de recirculaciéon normotérmica.**.

En resumen, se obtuvieron 30 donantes efectivos. 44 rifiones se obtuvieron de
donantes con perfusion in situ, 8 rifones de donantes perfundidos con enfriamiento corporal
total y 8 con recirculacion normotérmica. Dos rifiones no fueron trasplantados debido a
problemas intraoperatorios de los receptores, de modo que finalmente se trasplantaron 58
rifones; 2 de ellos en otro hospital. Los receptores tenian una edad media de 44,2 + 16,5

afos. 36 eran hombres y 20 mujeres. En 18 casos (32,1%) los rifiones funcionaron
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inmediatamente. Se observé retraso en la funcion del injerto en 29 receptores (51,8%). La
duracién media del retraso de la funcién del injerto fue de 20,1 + 14,6 dias. Nueve rifiones
nunca llegaron a funcionar (16,1%). La curva de supervivencia actuarial del rifién fue de 76,4%

al afio y 56% a los cino afios. La supervivencia del paciente fue de 89,3% a los cinco afios.

Después de 13 afios de experiencia en el Hospital Clinic de Barcelona, el programa
de extraccion de rifiones a partir de donantes a corazén parado ha demostrado que esta
fuente de dérganos puede contribuir de forma grata a la expansion del pool de donantes. Los
resultados obtenidos en el Hospital Clinic de Barcelona son muy similares al resto de series

publicadas.

El problema principal de los rifiones asi obtenidos es la elevada incidencia de retraso
en la funcion inicial del injerto, que segun las series oscila entre el 48-78,4% (nosotros 50%) y
el elevado porcentaje de rifiones que nunca llegaron a funcionar entre 4-19% (en nuestro caso,
16,1%). Es importante conocer con detalle lo que ocurre en un rifion después de un periodo de
isquemia caliente (durante la parada cardiaca) y su posterior reperfusion con el objetivo de

actuar sobre el potencial injerto.

5. Fisiopatogenia de lesion de isquemia — reperfusién

La lesién de isquemia-reperfusién se define como el proceso que sufre un Grgano
sometido temporalmente a la falta de flujo sanguineo y que posteriormente es reperfundido
con sangre oxigenada. El resultado es una agresion tisular secundaria a la anoxia, a la
deprivacion de metabolitos y al acumulo de sustancias de deshecho del metabolismo que

conduce a la muerte de la célula.

Durante el trasplante de un 6rgano este fenomeno ocurre, pudiendo ser la lesion de

intensidad variable. Bien se puede alterar la funcion del 6érgano de forma discreta conllevando
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a una disfuncion inicial del injerto; bien puede convertirse en lesion irreversible, lo que

imposibilitaria la viabilidad del 6rgano.

En los donantes a corazén parado, la lesion por isquemia es mas importante, dado que
se afiade un tiempo de isquemia caliente, mas o menos prolongado, a la habitual isquemia

fria, de manera que existe un mayor riesgo para su viabilidad a corto y largo plazo.

El empeoramiento de la funcion del 6rgano derivado del dafio producido por el
sindrome de isquemia-reperfusién es todavia un problema importante en el trasplante de
organos solidos. Las alteraciones celulares, inducidas por la isquemia, preparan al tejido para
el siguiente dafo que ocurre durante la fase de reperfusion. Paradéjicamente, el
reestablecimiento del flujo sanguineo al tejido isquémico puede causar mayor dafio que el

inducido durante el periodo de isquemia.

El sindrome de isquemia-reperfusion es una secuencia compleja de sucesos
trascendentales: la alteracion metabdlica celular que aparece durante el periodo de isquemia y
la lesion producida por los radicales libres derivados del oxigeno y otros factores que

involucran al endotelio vascular y los polimorfonucleares durante la reperfusion **,

Alteraciones celulares durante laisquemia

Durante el periodo de isquemia se produce una alteracién de la membrana plasmatica
en el que se inhibe la actividad de la ATPasa Na-K, que es la bomba sodio-potasio
transmembrana (transporta Na hacia el exterior celular y K hacia el interior), con lo que se
produce una alteracién del intercambio de los iones sodio, potasio y calcio, de modo que el
potencial de membrana queda abolido. Debido a la elevada concentracién de cloro fuera de la
célula y a la presencia de proteinas dentro de la misma (efecto Donnan), se crea una presion
oncética coloidal intracelular alta, el cloro penetra dentro de la célula con un catién (sodio y/o

calcio) arrastrando agua y el potasio sale fuera para mantener el equilibrio i6nico con el
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espacio intersticial. Todo ello conduce al edema celular, que junto a la activacion de enzimas
por el calcio tales como fosfolipasas (que provocaran lesion de las diferentes membranas:
citoplasmética, mitocondrial, lisosomal), proteasas, ATPasas (depleccion de ATP) vy

endonucleasas (fragmentacion de cromatina) induciran a la muerte por citdlisis.

Por otra parte, la falta de oxigeno durante el periodo de isquemia impide la
fosforilacion oxidativa de la mitocondria. La escasa formacion de ATP paraliza todas las
funciones celulares que requieran energia y se estimula la glicolisis anaerobia, de modo que
se forman &cido lactico e hidrogeniones, lo que da lugar a la acidosis intracelular ******, Esta
provoca la activacion de los enzimas de los lisosomas y conduce a la autélisis y muerte

celular.

Granger, Rutili y McCord ** fueron los primeros (1981) en proponer un mecanismo
molecular (figura 1, pagina 45) para explicar la produccion de lesiones en el sindrome de
isquemia-reperfusion. Durante el periodo de isquemia se produce consumo de ATP por parte
de las células para mantener la homeostasis. EI ATP es catabolizado a ADP y AMP. El AMP, a
su vez, se cataboliza a hipoxantina (HPX), con lo que se produce una acumulacion de ésta. La
carga energética de las células ha caido y éstas no son capaces de mantener el gradiente
iGnico entre sus membranas, de modo que el calcio se redistribuye hacia el interior de la
célula, donde aumenta su concentracion. Este calcio intracelular transforma la xantino-
desidrogenasa en HPX y xantina (XO), acumuladas durante el periodo de isquemia. Esta
transformacion, junto con la presencia de XO intracelular, conforman los acontecimientos
necesarios para producir la lesion en las células durante la posterior reoxigenacion y la

consecuente produccion de radicales libres de oxigeno.

Alteraciones celulares durante la reperfusion

Durante el periodo de reperfusion, el flujo sanguineo se reinstaura, con lo que de nuevo

llega oxigeno de forma importante a las células. La elevada concentracién de calcio en el
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citosol ocurrido durante la isquemia activa una proteasa capaz de convertir el enzima

xantinodeshidrogenasa en xantinooxidasa ****%

en presencia de NADPH (figura 1, pagina 32).
La xantinooxidasa es la mayor fuente de superdxidos en tejidos postisquémicos **2. Este

enzima fue la primera fuente biolégica documentada de produccién del radical

superéxido. Es sintetizada en forma de xantinodeshidrogenasa (forma habitual en tejidos
normoxicos). La xantinodeshidrogenasa no puede transferir electrones al oxigeno molecular
para formar peréxido de hidrégeno o superoéxido, pero puede reducir el NAD™ (nicotinamida

adeninnucleétido) de la siguiente manera **:

Xantina+ H,O+ NAD®* ___ &cido arico + NADH + H*

Xantinodeshidrogenasa

En condiciones de baja concentracién de O, como ocurre durante la isquemia, la
xantinodeshidrogenasa se convierte en xantinoxidasa. Esta puede usar el oxigeno molecular

en lugar del NAD, y produce superéxido y peréxido de hidrégeno de la siguiente manera **°:

Xantinooxidasa
Xantina+ H, O + 20, ——  A&cido Urico + 20, + 2H"
Asi, la xantinoxidasa, aprovechando la acumulacién de xantina e hipoxantina originadas
durante la isquemia, junto con el oxigeno que le llega con la reperfusion, origina los
denominados radicales libres de oxigeno (RLO) **°.

Figura 1. mecanismo de produccion del sindrome de isquemia-reperfusion **°.

ATP

ISQUEMIA

ADP
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AMP
xantinodeshidrogenasa
Adenosina Ca++ Proteasa
Inosina xantinooxidasa
Hipoxantina ‘ Xantina Acido urico
02 02_ H202 —Hzo

REPERFUSION ‘

Fe++

Radicales secundarios — OH —Lesion tisular

Los nucleétidos de la adenina se hidrolizan progresivamente durante el periodo de
isquemia, con la consecuente acumulacién de hipoxantina. Durante la reperfusion, la entrada
masiva de oxigeno originara los RLO, que provocaran la lesion en los tejidos. Las oxipurinas
son permeables a través de la membrana celular y pasan al espacio extracelular disminuyendo

los precursores de la sintesis de ATP.

Los RLO son metabolitos téxicos que representan estados intermedios de la

reduccion electroquimica del oxigeno a agua "'

. Se trata de moléculas que tienen un
namero impar de electrones en su Orbita mas externa, lo cual les hace ser altamente

inestables desde el punto de vista quimico y tienden a reaccionar rapidamente con otras
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moléculas dando (oxidacion) o recibiendo (reduccion) electrones para estabilizar sus propias
configuraciones electrénicas. Si dos radicales reaccionan, ambos son eliminados, pero si un
radical reacciona con otra molécula no radical, se produce un nuevo radical libre. Esta
caracteristica de los radicales libres los hace capaces de participar en reacciones
encadenadas. Estas reacciones pueden causar cambios importantes en las moléculas
afectadas que se traduciran en lesiones intensas en los tejidos; por ejemplo, en el trasplante

de 6rganos, tema que nos ocupa 2.

Actualmente se piensa que los RLO causan dos tipos de lesiones:

a) Dafio celular producido por la oxidacion de los lipidos, proteinas (principales
componentes de las membranas celulares) y acidos nucleicos. Este tipo de lesién se inicia a
los pocos minutos de la reperfusion, de forma muy répida, y esta directamente inducida por los
RLO. Consiste en la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados situados en los fosfolipidos
de las membranas celulares. Este fenémeno se denomina lipoperoxidacion ****°. El dafio
producido por los RLO sobre las membranas de las células endoteliales conduciria a un

aumento de la permeabilidad capilar.

La alteracién de la homeostasis del calcio celular con aumento de éste en el interior
de las células y alteracion en la funcién de la mitocondria por la falta de oxigeno conlleva a un
incremento del calcio intracelular que activa la enzima fosfolipasa A, de la membrana
plasmatica **°. Esta, activada, hidroliza los fosfolipidos que contienen acido araquiddnico, lo
gue da lugar al factor activador de las plaquetas (PAF) y ecoisanoides (tromboxano A, y
prostaglandina |,) (figura 2, pagina 48).

b) Los RLO, producen una disfuncién del endotelio vascular *3!471%2

y causan una
disminucion en la liberacién de oxido nitrico que, junto con factores quimotacticos (PAF, LTBy,
C5,), promueven un reclutamiento de PMN al lugar reperfundido. Estos leucocitos

interaccionan con las células endoteliales siguiendo estos pasos:
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Contactan con éstas por medio de su L-selectina de superficie, con la P-selectina de la

célula endotelial (rolling).

Las citoquinas liberadas por el endotelio y los leucocitos en el tejido isquémico (TNFa, IL-

1) '3 activaran las integrinas inactivas de los leucocitos que estan adheridos al endotelio

(triggering).

Una vez activadas las moléculas de adhesion de los leucocitos: B..integrinas (CD11/CD18)
se produce una firme adherencia entre éstas y las moléculas ICAM-1 y GMP-140 de la
superficie de la célula endotelial. La agregacion de los neutréfilos activados ocluye la

microcirculacion.

Los leucocitos ya podran migrar del endotelio a los tejidos mediante su uniéon con la
molécula PECAM-1 situada en la union entre las células endoteliales y produciran dafios
en los tejidos, con lo que liberardn enzimas proteoliticos como elastasa, colagenasa,

gelatinasa, etc.

Figura 2. Metabolismo del acido araquidénico en las células endoteliales **°

Fosfolipidos de membrana

Fosfolipasa A;

Acido araquidénico

T

Ciclooxigenasa 15-Lipooxigenasa

Prostaglandina G, Otros eicosanoides
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Peroxidasa

I

Prostaglandina H,

N

Prostaciclin sintetasa Tromboxano sintetasa

Prostaciclina Tromboxano A,

Hidrolisis no enzimatica Hidrolisis no enzimatica
6-keto-Prostaglandina F1 Tromboxano B,
El organismo ha desarrollado un sistema para defenderse de las lesiones producidas

por el fendmeno de isquemia-reperfusion explicado:

Las células del endotelio generan unos enzimas (superoxido dismutasa, catalasa,
glutation-peroxidasa) que son capaces de inhibir y eliminar los RLO ***'%°_ De esta manera, se
frena la lesion y la actividad inflamatoria que se produce en los tejidos durante la reperfusion.
La catalasa y la glutation peroxidasa inactivan H,O,. La SOD es un enzima protector que
limpia eficiente y especificamente el radical superdxido, catalizando su dismutacion a peréxido

de hidrégeno y oxigeno **°:

SOD

O, +0, +2H — H0,+0y

También las células endoteliales son capaces de sintetizar *** varias sustancias como
eicosanoides (prostaglandinas) y oOxido nitrico, que jugarian un papel importante en la
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proteccion del injerto renal frente al sindrome de isquemia-reperfusion. Las prostaglandinas
reducen el grado de infiltracién y activacion leucocitaria y agregaciéon plaquetar, presentan
accion vasodilatadora y mejoran la hipoxia y el dafio tisular. El 6xido nitrico es capaz de
combinarse con los RLO °%!% e inhibir la adhesién de los leucocitos a los capilares y

favorecer la produccion de prostaglandinas **.
6 El TGF-betal (TGF-B1)

El TGF-B (transforming growth factor o factor transformador del crecimiento) es una
citoquina necesaria para el desarrollo de la vida y cuya accién, a pesar de ello, se ha
relacionado con la patogénesis de algunas enfermedades renales, entre ellas la patologia

renal cronica.

El TGF-B es un péptido producido por células viricas o quimicamente transformadas .

166

Fue descrito por primera vez en 1983 y extraido de placenta humana “*°. Las plaquetas

humanas fueron reconocidas como almacenadoras de grandes cantidades de este péptido

167,168 16

. Posteriormente, el TGF-B fue extraido también de los riflones bovinos ° pero su
importancia en la patobiologia renal todavia no habia sido reconocida. La comunidad
uronefrolégica tardé6 unos afios en conocer el importante potencial del TGF-B en la

patogénesis de las enfermedades renales crénicas .

La existencia de receptores especificos del TGF- se demostré por primera vez en la

linea celular de los fibroblastos renales ™

. La presencia de una gran dispersion de los
receptores del TGF-B en muchas células de origen epitelial o mesenquimal reforzé la

posibilidad de que se tratara de una molécula con diversas funciones biolégicas.

El TGF-B es un factor de crecimiento de 25-kDa de la familia de los polipéptidos
diméricos, con una amplia gama de efectos biologicos. Se describieron tres isoformas distintas

de TGF-B en los mamiferos; TGF-B1, -B2, y -p3, y parecieron tener idénticas actividades
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biolégicas in vitro ®°

. De éstos, TGF-B1 tiene la mas amplia distribucion, habiendo sido
identificado en plaguetas, macréfagos y casi todos los tejidos examinados, incluyendo los
renales '"#'"*, El TGF-p1 es un derivado de un precursor largo que se parte para producir un
péptido carboxi-terminal. EI homodimero de este péptido esta asociado de manera no
covalente con un dimero del propéptido amino terminal procesado denominado LAP 2. El
complejo latente de TGF-$ excretado es incapaz de ocupar los receptores del TGF-f hasta
que el péptido biolégicamente activo se disocia de la LAP . La LAP se degrada poco
después de su disociacion. Existen varios factores capaces de liberar el TGF-beta de este
complejo, entre los que se cuentan: alteraciones en el pH, diversas enzimas proteoliticas y la
trombospondina proteinica ™%, En este nivel, la actividad permanece bajo control. El TGF-beta

activo también puede ser inhibido por factores locales, tales como la decorina proteoglicana, a

la que se asocia de modo reversible ™.

El gran complejo latente del TGF-B, que esta compuesto por el LAP-TGF-B y por el
LTBP (proteina que se une al TGF-B latente), fue identificado en los glomérulos renales . El
LTBP juega un importante papel, ya que identifica en el medio extracelular el TGF-B. Ambas
proteinas resultan importantes reguladoras de la bioactividad y el foco (diana) del péptido. La

Unica manera de conferir efectividad biologica al TGF-B es unirlo a estas proteinas.

Existen tres clases conocidas de receptores de TGF-beta (TGFR) demostrados hasta
ahora, pero solo dos de ellas, el TGFR |y el TGFR II, estan involucradas en la sefializacién de
vias. El receptor del TGF-f tipo Il parece ser el mas importante receptor de sefiales del TGF-p.
El tercer tipo, el TGFR Ill, comprende dos proteinas relacionadas, el betaglicano y la endolina,
que unen el TGF-beta a la superficie de la célula y lo presentan a los demas receptores *”’. El
mecanismo de sefiales intracelulares y la regulacion de los receptores resultan fundamentales

para comprender cémo contribuye el TGF-B en la patologia renal *"°.

Los procesos
intracelulares que se producen tras la activacion de los receptores de TGF-beta ya han sido

elucidados con gran detalle. Implican un tipo de proteinas denominado Smads (drosophila
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gene mothers against dpp), responsables de transferir la informacion procedente de los
receptores activados al nucleo, donde actlan directamente sobre las secuencias que

promueven el DNA 78,

El TGF-p es un factor de crecimiento y puede actuar bajo ciertas condiciones como
factor mutagénico. No obstante, en ciertas circunstancias puede actuar como factor
anticrecimiento en algunas células. La comprension de los mecanismos por los cuales el TGF-
B puede provocar la parada del ciclo celular a través de sus acciones en las kinasas de dicho
ciclo es: cdk4, cdk2, p21/27 y pl5. El conocimiento actual no aclara el papel que juega la
parada del ciclo celular en el rifion normal y en el patolégico. Sin embargo, ciertas
circunstancias eventuales sugieren que el TGF-§ desempefia un importante papel durante la

recuperacion de las lesiones tubulares y la reduccién de la respuesta inflamatoria.

TGF-beta se considera como una molécula reguladora, que actla para restablecer el
equilibrio tras desviaciones de la normalidad. Evita la adhesion de neutréfilos al endotelio *”°'y
su consiguiente transmigracion **°. También inhibe la proliferacién de monocitos y linfocitos
181182 "y puede provocar apoptosis linfocitaria '®. De hecho, el TGF-beta parece provocar la
reduccion de la inflamacion, preparando la reparacion tisular, y ello se relaciona con el papel
gue juega en el recambio de la matriz extracelular (MEC) y la fibrosis. Los fibroblastos son
estimulados por el TGF-beta para producir proteinas de matriz, como el colageno y la
fibronectina ***. El TGF-beta también es importante para evitar la degradacion de la matriz, ya
sea reduciendo la sintesis de las enzimas proteoliticas, ya sea aumentando los niveles locales

185,186

de sus inhibidores especificos En muchas condiciones patolégicas, una fibrosis

inadecuada ha sido vinculada con una sobreexpresion de TGF-beta.

Algunas observaciones generales realizadas tanto in vivo como in vitro en la
musculatura lisa vascular, pueden aplicarse a los rifiones y sus patologias, sobre todo porque
la mayoria de las células mesangiales derivan de células de la musculatura lisa celular, y el

mesangio generalmente se comporta en muchos aspectos como la musculatura lisa vascular.
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Dentro de las interacciones del TGF-B con la musculatura lisa vascular se encuentra la

inhibicion de la expresion de iNOS.

Durante la embriogénesis, el TGF- se expresa transitoriamente, lo cual sugiere su
contribucion en la organogénesis normal, de modo que muchos eventos de la tubulogénesis
embriolégica parecen repetirse durante la recuperacion tubular renal después de una lesion
aguda '"°. Los efectos del TGF-B sobre la sintesis de las proteinas de la MEC también pueden
contribuir a la recuperacion de los tdbulos renales cuando estan dafiados. Por otro lado, una
sobreexpresion del TGF-B puede producir, entre otras lesiones, niveles séricos elevados del

TGF-B y asociacion con la esclerosis glomerular y la fibrosis tubulointersticial renal .

Las nefronas estan organizadas de forma segmentaria, y los estudios son cuidadosos
al observar la organizacion anatomica de la expresion de péptidos y receptores en el rifion.
Recientemente se ha comprobado la expresion y localizacion del TGF- y sus respectivos
receptores en los diferentes segmentos de la nefrona. Los datos disponibles revelan una
amplia dispersion de expresion del TGF-B por toda la nefrona, quizd con diferencias
cuantitativas en su expresion. No ocurre lo mismo con la expresion de los receptores de

sefales, mucho mas limitados en su amplitud de dispersion, por los segmentos de la nefrona

170

Abundantes lineas de investigacion clinica y estudios experimentales demostraron
importantes implicaciones del TGF-B en el control de la sintesis, y la disminucion del
metabolismo de matriz proteica extracelular, tales como fibronectinas, colagenos vy
proteoglicanos responsables de la esclerosis glomerular en varios tipos de enfermedades
glomerulares. Una elevada bioactividad del TGF-B contribuye a la acumulacion de MEC en el
rifAon, y su consiguiente y progresiva también fue ya demostrada. Se ha observado que la
hiperglicemia puede inducir por si misma sintesis y expresion del TGF-B, y de esta manera

contribuir con un papel clave en el desarrollo y progresion de la nefropatia diabética .
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Con respecto al rechazo de un alotrasplante renal, multiples observaciones sugieren
que el TGF-B juega un papel primordial en el desarrollo de la fibrosis en el rechazo crénico.
Ademas, el TGF-p también se ha asociado con la aparicion del infiltrado celular del rechazo

agudo **’.

Por otro lado, este péptido también actiia mediante una regulacién funcional preventiva
en el rindn. Esto puede demostrarse por medio de los efectos del TGF-B en la inhibicion de la
citotoxicidad renal por las células T. De hecho, la expresion aumentada del TGF-$ en algunas
enfermedades renales puede proteger frente a una posible excesiva infiltracion linfocitica que

pudiera ocurrir como respuesta fisiologica a la agresion.

El TGF-B se ha descrito como una sustancia capaz de estimular la proliferacion celular
in vitro. Sin embargo, generalmente se la considera como inhibidor de la proliferacion vy
promotor de hipertrofia y diferenciacion celular 2. Una bioactividad comin del TGF-B es la
promocién de la acumulacién de MEC que surge a causa de procesos crecientes de sintesis

de proteoglicanos de la matriz, como el colageno y las fibronectinas *#*"®

, Y la inhibicién de las
proteasas, como el TIMP (tissue inhibitor of metalloprotease) y el PAI (plasminogen activator

inhibitor-1) 1",

A continuacion se resumen algunos de los principales efectos de esta citoquina:

i) Activa la proliferacion endotelial.

ii) Aumenta la sintesis de matriz extracelular ((MEC) estimulando para ello la
produccion de colageno |, lll, V y VI, fibronectina, tenascina, osteonectina, osteopondina,
trombospondina y glicosaminglicanos de la matriz por su unién con el factor nuclear-1).

iii) Evita la degradacion de la MEC mediante la inhibicién de proteasas (inhibiendo la

transcripcién de colagenasas y estromalina, aumentando el TIMP y el PAI-1).
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iv) Favorece el ensamblaje de las fibras de colageno, fibronectina, laminina,
vitronectina y proteoglicanos para producir estroma intersticial.

v) Favorece los procesos de adhesion celular (aumenta la produccion de LFA-1 e
integrinas).

vi) TGF-f se opone a la accion de determinados mitégenos tales como el EGF
(Epidermal growth factor) en los queratinocitos; interleuquinas 1 y 2 (IL-1 y IL-2) en los
linfocitos); IL-3, GM-CSF (factor estimulador de colonias granulocito-macréfago) en células
progenitoras hematopoyéticas.

vii) Estimula la produccion de otras sustancias como la endotelina-1 (potente
vasoconstrictor, marcador de dafio vascular y relacionada con el desarrollo de rechazo

crénico).

El TGF-B tiene muchos efectos diferentes, pero predominan dos sobre todos los
demas: el efecto fibrogenético y el efecto inmunomodulador, que en la patologia renal
(glomerulonefritis y trasplante renal) se presentan como dos facetas parcialmente
contrapuestas. Por un lado, el que podriamos denominar “lado brillante”, con un efecto
antiproliferativo de lineas celulares relacionadas con la respuesta celular, es decir, un efecto
inmunosupresor; y un “lado oscuro”, con un efecto fibrético importante a nivel tisular. Todavia
esta sin esclarecer cuando el TGF- ejerce cada uno de estos diferentes efectos. Algunos
estudios orientan esta duplicidad de efectos a la conduccién de la sefial intracelular de TGF-3
gue se lleva a cabo por medio de unas proteinas sefializadoras conocidas como Smad. La
fosforilacion de las Smad 2 y 4 principalmente podria hacer llegar la sefial de TGF-B hasta el
interior del nicleo celular, donde se iniciaria la trascripcion de ciertos genes. El estado de

fosforilacion de estas proteinas seria clave, ya que condicionaria una respuesta u otra.

Con respecto al papel del TGF-f como inmunomodulador, se han publicado trabajos
recientes que atribuyen a esta citoquina un papel crucial en el desarrollo de procesos
tumorales en pacientes con tratamiento inmunosupresor con ciclosporina A, ya que induce la

produccién de cambios fenotipicos y diferencia tumores que tenian caracter no-invasivo en
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células malignas. Estos estudios muestran que el tratamiento con ciclosporina A sobre células
de estirpe adenocarcinomatoso produce cambios morfologicos, descomposicion de la
membrana celular, aumento de la motilidad celular y crecimiento invasivo. Estos cambios se
previenen mediante tratamiento con anticuerpos monoclonales para TGF-B. Estos hallazgos
sugieren que la ciclosporina puede promover la progresion de la célula cancerigena por un
efecto directo sobre la célula que es independiente de su efecto sobre las células de estirpe
inmunoldgica del paciente inmunodeprimido (linfocitos T) y que el TGF-p esta implicado en

este mecanismo.

Se ha demostrado que el TGF-f1 mRNA esté presente en todos los segmentos de la
nefrona %8, y el TGF-B ha sido localizado en rifiones normales utilizando técnicas inmuno-

histoquimicas *®°.

Se consider6 que el TGF-B era el agente causante de las patologias
asociadas con el aumento de la deposicion de matriz, como la glomeruloesclerosis y la fibrosis
intersticial . Muchos estudios demostraron la correlacion entre TGF-B glomerular elevado y

la produccion exacerbada de matriz y proteinuria *">.

Asi, en el rifibn el TGF-B parece ser un mediador entre diferentes eventos
patobioldgicos que, al fin y al cabo, dan como resultado el aumento de la acumulacién de
matriz proteica en el glomérulo y determinan fallo renal progresivo en el intersticio renal. La
expresion fisiologica del TGF-B, sus receptores y proteinas de soporte, sugieren
contribuciones en la funcion normal y la estructura de la nefrona. Todo esto puede incluir
funciones antiinflamatorias y funciones en regulacion fisiolégica del recambio celular renal. Asi
pues, el TGF-B no deberia ser visto como la “citoquina negativa” de esta intrincada regulacion
de fisiologia renal. EI TGF-B parece ser una molécula clave y en el nicleo de muchos procesos
celulares de capital importancia, entre ellos la reparacion tisular. Esta localizada mas
profundamente en el ndcleo de los eventos bioloégicos, y muchos otros eventos biolégicos

aparentemente independientes parecen convergir en ella.
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Para valorar la funcion del TGF-beta en los procesos biolégicos es imprescindible
realizar una valoracion precisa de sus niveles. Desgraciadamente, esto no resulta muy
sencillo. En concreto, a pesar de que muchos estudios miden los niveles absolutos de TGF-
beta como proteina o transmisor de RNA (mRNA), es posible que eso no refleje la actividad
biolégica a causa de la complejidad de los procesos de liberacién y activacion de TGF-beta.
Tal como hemos descrito, el TGF-beta se libera como complejo inactivo asociado con el LAP, y
la mayor parte de anticuerpos que se han usado en estudios inmunohistoquimicos detectan
este complejo, pero también su forma activa. Una vez activado, el TGF-beta también puede
ser inhibido por factores locales. De aqui que, aunque la medicidn de la trascripcién genética,
en los andlisis de mRNA, pueda indicar que estan aumentando los niveles de TGF-beta, de
ello no se desprende necesariamente que se esté produciendo un aumento en la inhibicion o
destruccion de la forma activa. Algunos estudios han usado los niveles plasmaticos del TGF-
beta en un intento de reflejar la actividad tisular, pero este enfoque es cuestionable debido al

alto contenido de TGF-beta existente en plaquetas *%.

En estos momentos no existe ningin método estandar para valorar la actividad del
TGF-beta. Algunos grupos han empleado coloracion de anticuerpos diferenciales de TGF-beta
activo y latente **, pero pocos estudios confirman la precision de ese método hoy dia. Otro
consiste en usar ensayos de union de ligandos empleando receptores de TGF-beta que en

teoria solo deberian unirse a la forma activa de TGF-beta 2

. Desgraciadamente, estos
enfoques Unicamente resultan apropiados para especimenes no procesados, por temor a que

una fijacién tisular pueda causar una disociacion entre el TGF-beta y el LAP.

El TGF-B1 en la patologia renal

Existen pruebas significativas que defienden el papel del TGF-beta en la fibrosis renal. Ya

en antiguos experimentos in vitro se demostré que la administracion de TGF-beta a células

19

mesangiales causaba proliferacion '* y sintesis de las proteinas de matriz ***. Las células

epiteliales glomerulares cultivadas también producen proteinas de EMC, como fibronectina y
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19519 En un elegante modelo in vivo, Isaka et al. %

colageno, en reaccion al TGF-beta
produjeron una transfeccién del gen TGF-beta a rifiones de rata usando un vector viral
introducido por la vena renal. La sobreexpresion de TGF-beta fue confirmada por
inmunohistoquimica, y se produjo un claro aumento de la produccién mesangial de la matriz,
gue se hizo evidente a los tres dias de la transfeccion. Recientemente, el mismo grupo ha
logrado introducir oligonucleétidos antisentido contra el TGF-beta en ratas con
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glomerulonefritis Los oligonucleétidos neutralizaron la accion del TGF-beta, con la

consiguiente reduccién significativa de la nefrosis.

Yamamoto et al. %

investigaron el mecanismo por el que el TGF-beta puede llegar a
causar fibrosis, con un modelo experimental de fibrosis renal suministrando suero antitimocito
en ratas. Una sola inyeccién produjo lesiones celulares mesangiales que dieron lugar a un
nivel maximo en los niveles de mRNA TGF-beta y proteinas aproximadamente siete dias
después de la inyeccion. Esto se asocié con la sintesis de MEC, pero posteriormente, como
los niveles de TGF-beta descendieron, se produjo una resolucion, y los glomérulos volvieron a
la normalidad. Sin embargo, si antes de la resolucion se aplicaba una segunda inyeccion de
suero antitimocito, los niveles de TGF-beta se mantenian elevados, y esto iba acompafiado de
glomerulosclerosis severa y fibrosis intersticial. Los autores describieron el proceso como
modelo de fibrosis “de dos dosis”, sugiriendo que como respuesta a la continuidad de la lesion
ocurria un defecto en la regulacién del TGF-beta, que acaso fuera debido al desarrollo de un
asa autocrina. Otros modelos experimentales de lesion renal asociados con una expresion
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incrementada del TGF-beta incluyen diabetes inducida por estreptozotocina “, uropatia

obstructiva ?°* y fibrosis inducida por suministro de adriamina 2°2.

Participacion del TGF-beta en el trasplante renal

El desarrollo de la fibrosis y el papel del TGF-beta en el trasplante renal ha sido estudiado
principalmente con respecto al desarrollo de CAN. Existen varios factores de riesgo

demostrados que se asocian con el desarrollo de CAN, y se ha comprobado que todos ellos
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causan dafios en el injerto. De hecho, hay una explicacion ampliamente aceptada segun la
cual la CAN representa una respuesta estereotipica ante la lesion de un injerto renal,
independientemente del agente o agentes iniciales 2°*?°*. El estudio de factores de riesgo
individuales aislados, ya sea in vitro o usando modelos animales, ha demostrado que
cualquiera de ellos puede influir en la expresion del TGF-beta, con lo que se respalda la

proposicion de que esta citoquina juega un papel en el desarrollo de la CAN.

Los principales estimulantes de la sintesis del TGF-beta descritos hasta ahora son 2% :
- Hipertension arterial (por medio de péptidos vasoactivos tales como Ang-Il, ET-1, etc.)
- Inhibidores de la calcineurina

- Dislipidemias

- Hiperglucemia

Estos factores estimulantes del TGF-beta coinciden en su mayor parte con los factores

de riesgo no-inmunolégico para el desarrollo de CAN > (tabla 1).

Tabla 1 - Factores de riesgo para la nefropatia crénica en trasplantes:
-Episodios de rechazo agudo

-Lesion inmune croénica

-Lesion por isquemia-reperfusion

-Toxicidad de los farmacos inmunosupresores

-Hiperlipidemia

-Hipertension

El TGF-B1ly lalesion inmunoldgica aguda en el trasplante renal

El TGF-B1 es un factor de crecimiento multifuncional que influye en el desarrollo celular,
asi como en procesos celulares fisiolégicos. En muchos casos, el TGF-f1 puede llevar a una

beneficiosa respuesta cicatricial y reparadora, pero existen claras situaciones en las que no.
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De cualquier modo, el significado del aumento del TGF-B1 después de la lesion isquémica no
se podra comprender adecuadamente hasta que otros experimentos o publicaciones
establezcan sus verdaderos efectos negativos. Es importante observar que el incremento del
TGF-B1 mRNA es capaz de jugar un importante papel en la recuperacion estructural y

renovacion celular renal, sin conducirlo a lesiones crénicas o cicatrices detectables *®’.

La tubulitis renal es un fendbmeno patolégico que esta definido por el infiltrado renal
compuesto por las células mononucleares que hayan atravesado la membrana basal tubular e
infiltrar las células epiteliales tubulares (TEC) y entre las mismas. La vasculitis, junto con la
extension de la presencia de la tubulitis, son utilizadas en el protocolo cuantitativo del escore
de banff para definir la severidad de las lesiones histolégicas en el rechazo agudo del injerto
renal ?°’. Sumando a este papel en el diagnéstico del rechazo, queda claro que la lesién en la
membrana basal y en el epitelio tubular por si mismas pueden contribuir a su eventual mala
evolucion, observada durante un episodio de rechazo renal ?®®. Actualmente, el criterio de banff
esta ampliamente utilizado en el diagnéstico del rechazo y para que se pueda vigilar la eficacia

de la terapia antirrechazo.

Recientemente se ha publicado que en todas las muestras de biopsias renales que
presentaban rechazo celular agudo, la expresiéon del TGF-f1 estaba concentrada
principalmente en el epitelio tubular, donde siempre se distribuye difusamente; no obstante, en
algunos casos, se observaran concentraciones en la superficie basolateral del tabulo o dentro
de células epiteliales individualizadas. Una distribucion focal ha sido vista algunas veces en
grupos tubulares aislados. En algunas preparaciones, las mayores concentraciones del TGF-
B1 se encontraron en células aisladas dentro del infiltrado inflamatorio y han sido incluidas con
frecuencia en linfocitos intra-tubulares 2°°. Por otro lado la distribucién del TGF-B1, dentro del
aloinjerto renal durante el rechazo agudo estd concentrado en los tabulos, de localizacion

predominante yuxtacorticales 2°°.

El TGF-betay la lesion inmunoldgica crénica en el trasplante renal
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El grupo de Paul et al. #°

examind la expresion de TGF-beta mRNA en esos modelos
experimentales de trasplante en ratas con analisis Northern-blot del tejido renal, y demostré
que en ambos se veia incrementada a las dos semanas, cuando se comparaba con rifiones
normales o controles de isoinjerto. Al cabo de un mes, aproximadamente, los niveles en los
rifiones de los F344 a Lew que desarrollaron CAN seguian aumentando, pero en el otro grupo
no se diferenciaban de los de los controles. Otro grupo también us6 analisis Northern-blood
para medir TGF-beta mRNA en el modelo F344 a Lew, y mostrO que en determinados
momentos, entre 4 y 52 semanas después del trasplante, los niveles eran significativamente
elevados si se los comparaba con los controles de isoinjerto %!, Este hecho se vincul6 con la
fibrosis marcada, e indujo a los autores a sugerir que el TGF-beta tiene un rol causativo en la
expansion de matriz que sucede en la CAN. En un modelo con ratones de trasplante renal que

desarrolla modificaciones similares a las de la CAN, la expresion de TGF-beta se incrementd

tanto por inmunohistoquimica como por analisis Northern %2,

En un foco de lesién crénica hay gran cantidad de células inflamatorias que producen
citoquinas y factores de crecimiento, sobre todo macréfagos y células T. También se dan
cambios fenotipicos en poblaciones de células residentes, y tanto las células mesangiales
como las tubulares epiteliales contribuyen al proceso fibrotico en desarrollo. Los fibroblastos
residentes se caracterizan por la expresion de actina muscular alfa-lisa, y parecen adoptar
caracteristicas de las células musculares lisas que hacen que se las describa como
miofibroblastos ?**. En un estudio experimental de cicatrizacién renal, el citoplasma de los
miofibroblastos mostré inmunopositividad para TGF-beta, lo cual sugiere un importante papel
en el desarrollo de la fibrosis, aunque este aspecto ain debe ser claramente definido ?**. En un
estudio inmunohistoquimico en muestras de biopsia humana, los miofibroblastos, tal como
habian sido identificados por coloracion para la actina muscular alfa-lisa parecieron estar

vinculados con la CAN 2*°,
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El factor de crecimiento derivado de la plaqueta (PDGF) es importante en la fibrosis renal,
ya que se trata de un potente mitdgeno que estimula la proliferacién de miofibroblastos ?*° y las

217 La accién del TGF-beta sobre el crecimiento de las células

células mesagiales
mesangiales estd mediado, al menos en parte, por la estimulacion de PDGF '*3. Ciertos
estudios sobre la transfeccion de genes han mostrado que el TGF-beta y el PDGF actian en
tandem para causar glomerulosclerosis estimulando la sintesis de MEC y la proliferacion

celular, respectivamente **'.

Existen varios factores de crecimiento y citoquinas cuyas interacciones con el TGF-beta en
la fibrosis aun han de ser plenamente esclarecidas. Los factores de crecimiento del fibroblasto
(FGF) son una familia de moléculas producidas por macréfagos, células endoteliales y células
musculares lisas, que, segun se cree, estan implicadas en la respuesta a la lesién. Estimulan
la proliferacion de fibroblastos y la produccién de proteinas MEC #®. Los niveles de mRNA-
FGF aumentan en el modelo F344 a Lew de CAN #°. El factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), que es un promotor de la angiogénesis, se encuentra en niveles crecientes
en el intersticio de los especimenes de biopsia de rifién procedentes de pacientes con CAN #*°,
y es producido por células mesangiales cultivadas como respuesta a la angiotensina Il #°. La
interleucina in vitro provoca proliferacion de fibroblastos %%, y el factor activador de plaqueta
estimula la deposicion de MEC por parte de las células mesangiales, probablemente mediante
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un mecanismo dependiente del TGF-beta “*“ que estimula la sintesis de VEGF.

7. ASPECTOS INMUNOLOGICOS DEL RECHAZO CRONICO

Episodios previos de rechazo agudo

Los episodios de rechazo agudo, y en particular aquellos que son severos o
recurrentes, son un factor de riesgo mayor para el desarrollo de CAN %2, Causan lesion al

injerto por medio de varios mecanismos entre los cuales figuran la citotoxicidad celular directa
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y el dafio mediado por complemento. Nagano et al. estudiaron el rechazo agudo en un
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modelo de ratas usando una combinacién de cepas en las que se desarrollaba un rechazo
agudo inmediatamente después del trasplante. Demostraron que los niveles de TGF-betal
MRNA en rifildn aumentaron significativamente unos tres dias después del ataque de rechazo

agudo, un rasgo que no habia sido apreciado en controles de isoinjerto.

Infeccion por citomegalovirus (CMV)

Se ha descrito que la infeccibn por CMV hace aumentar la expresion de ciertos
antigenos HLA poco expresados habitualmente y este hecho mantiene un estado

inflamatorio que favorece la lesién crénica.

8. Aspectos no inmunoldgicos y su relacion con el TGF-beta

Hipertension arterial (HTA)

Un estudio reciente en mas de 29.000 pacientes confirm6 que la hipertension esta
asociada con la disfuncién crénica de trasplante renal . Recientemente, el grupo de Tilney
2% indujo hipertension en el modelo F344 a Lew, revelando que ésta llevaba a modificaciones
histol6gicas mas severas, y que estaba asociado con una posterior regulacién del TGF-beta
medido por inmunohistoquimica. Una investigacion del papel de la hipertension en la fibrosis
renal ha mostrado evidencia de una compleja interaccion entre el sistema de renina-

angiotensina y el TGF-beta, sobre la que trataremos detalladamente mas adelante.

Relacion angiotensina Il y el TGF-beta

La primera evidencia descrita de que la angiotensina Il (All) pudiera inducir la expresion

227

del TGF-beta ocurrié en 1991 #*"?8_Seis afios después, Hahn et al. ?*’ publicé que la All

estimulaba el TGF-beta mRNA, con lo que se establecié la primera relacién directa entre All y
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el TGF-beta ?*’. All también induce el TGF-beta en cultivos de células endoteliales cardiacas
22 y fibroblastos cardiacos ?*°. Por consiguiente, se puede admitir que una induccién All-
mediada del TGF-beta juega un importante papel en la hipertrofia cardiaca y en la

remodelacién vascular 2%,

El inductor mas importante y relevante del TGF-beta en las células renales es la All, lo
gue implica que parte del efecto renoprotector de los inhibidores de la enzima conversora de la
angiotensina %! esta relacionado con el bloqueo de la produccién del TGF-beta. Estudios de
cultivo celular demostraron que la All estimula la produccién del TGF-beta en las células

tubulares proximales ?*? y las células mesangiales ?*3

La All puede ser un importante mediador en la hipertrofia renal compensatoria después
de la pérdida de nefronas #**. Ademas, se ha descrito que la expresion del TGF-beta se ve
estimulada en los riflones remanentes que desarrollardn hipertrofia compensatoria. Por
consiguiente, parte de los efectos de los inhibidores de la enzima conversora de la
angiotensina (ACE) en el retardo del desarrollo de la patologia renal terminal en dichos rifiones

remanentes puede ser debido a la inhibicién del TGF-beta %,

La produccion del TGF-B1 puede ser modulada por el sistema renina-angiotensina (SRA)
intrarrenal. Del mismo modo, la angiotensina Il (All) induce la produccién y secrecion del TGF-
Bl por las células mesangiales, asi como por un efecto directo de la ciclosporina A, que
estimula la sintesis y expresion del TGF-B1 in vitro y en sistemas de cultivo celulares y de

tejidos 2**% (tabla 2).

La All estimula la produccion y la activacion renal del TGF-B1 por medio de los receptores
de la angiotensina Il tipo-1 (AT1), y la activacion del SRA intrarrenal y la sobreexposicién renal
del TGF-B1 mediante la All y la ciclosporina A. Todo este mecanismo se encuentra bien

descrito en la CAN.
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Tabla 2. Situaciones en las que la All puede estimular la expresion del TGF-beta 2

Observaciones in vitro

Células vasculares de la musculatura lisa
Fibroblastos cardiacos

Células endoteliales cardiacas

Células tubulares proximales

Células mesangiales

Observaciones in vivo

Obstruccion ureteral unilateral

2 riflones-1clip hipertension

Nefrotoxicidad crénica por CSA

Privacion de agua (la expresion del TGF-beta2 en el JGA)
Nefropatia diabética

Pérdida de masa renal

Relacion endotelina-1, tromboxano-A2 y nitritos/nitratos con el TGF-beta

Las endotelinas pueden estimular la produccion del TGF-beta porque los receptores
antagonistas de la endotelina disminuyen la sobreexpresiéon del mMRNA-TGF-beta glomerular
en ratas diabéticas ?*. También se ha demostrado que el tromboxano-A2 es estimulador de la

produccion del TGF-beta en las células mesangiales 2%,

Por otro lado, estudios recientes han demostrado que el TGF-B1 aumenta la produccion
de la endotelina-1 (ET-1), que esta considerada como el vasoconstrictor conocido mas
potente, responsable de un papel crucial en el control del tono vascular y potencialmente
involucrado en el desarrollo del fallo renal crénico 2*%*"2, Ademas, el TGF-B1 inhibe la

produccion del éxido nitrico por parte de la célula endotelial 22,
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De hecho, el TGF-B1 juega un papel importante en el desarrollo y progresion de la lesién
renal, induciendo la fibrosis intersticial, la glomerulosclerosis y la proliferacion arterial que
conduce al sindrome de la hiperfiltracion glomerular, que desencadena hipertension arterial y
proteinuria *****, Todo este efecto nocivo es producido por la actuacion conjunta del TGF-p1y
la ET-1, mediante un mecanismo sinérgico que acelera la fibrosis y el fallo renal. Es conocido
que el TGF-B1 estimula la sintesis de ET-1. Por lo tanto, la caida del TGF-p1 y de la ET-1

podria tener un papel protector importante y decisivo para impedir la progresion de la CAN

245,246

Dislipemias

Puesto que las lesiones vasculares en CAN presentan rasgos similares a la
arteriosclerosis, se ha considerado que una hiperlipidemia después del trasplante es un factor
de riesgo ?*’. Curiosamente, suministrar una dieta rica en colesterol a las ratas produce fibrosis
renal intersticial a lo largo de las siguientes 12 semanas, lo cual se asocia con niveles
elevados de TGF-beta #®. Las células glomerulares humanas in vitro se estimulan para

producir TGF-beta por medio de administracion de lipoproteinas oxidadas de baja densidad 2*°.

Hiperglucemia

El ambiente rico en glucosa lleva a importantes cambios en el crecimiento celular y en
el metabolismo del MEC ?*°. Niveles altos de glucosa estimulan la hipertrofia de las células
tubulares proximales y la produccién de los colagenos tipo | y IV 2!, La glucosa elevada
también estimula el crecimiento de las células mesangiales ?° y la produccion de fibronectinas

y colageno en las células glomerulares 2°3%*,

La lesion renal por la hiperglucemia es la mayor causa de insuficiencia renal en las

naciones industrializadas. Mdltiples manifestaciones de la nefropatia diabética pueden ser
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debidas a la produccion y/o respuesta alterada de las citoquinas o factores de crecimiento. El
TGF-beta es uno de ellos porque promociona la hipertrofia de las células renales y regula la
produccion de moléculas de ECM. Ademas, el ambiente celular rico en glucosa aumenta el
MRNA-TGF-beta y los niveles de proteinas en cultivos de células tubulares proximales, del
epitelio glomerular y de las células mesangiales. Cuando neutralizamos los anticuerpos anti-
TGF-beta o los antisenses oligodeoxynucleotides del TGF-beta, prevenimos el efecto
hipertrofico de la glucosa elevada o la estimulacion de la sintesis del MEC en las células
renales. El incremento de los niveles del TGF-beta intrarrenal reduce significativamente el
peso renal, asi como la hipertrofia glomerular, y disminuye el incremento de los niveles de
ECM. Los factores que participan del aumento de la actividad renal del TGF-beta involucran la
hiperglucemia per se y también las acciones intermediarias de otros potentes mediadores
como la angiotensina Il, el tromboxano, las endotelinas, y los factores de crecimiento derivado

de las plaquetas #*°.

En los mecanismos patogenéticos de nefropatia por hiperglucemia, ha sido posible
identificar uno o mas factores de crecimiento o sustancias autocrinas/parocrinas como posibles
mediadores de patologia renal. Todo lo publicado hasta ahora favorece la hipotesis de que la
produccion elevada y/o la actividad del TGF-beta en el riidon son importantes mediadores de la
hipertrofia renal diabética y la expansion de la MEC tanto en modelos experimentales como en

la nefropatia diabética humana #°.

Inhibidores de la calcineurina: CSA y FK como estimuladores del TGF-beta

Cada vez se acepta mas el hecho de que los medicamentos inmunosupresores

256 En modelos

modernos pueden producir efectos adversos en los injertos renales
experimentales con roedores, la administracién de ciclosporina A (CSA) produce hallazgos
histolégicos similares a los encontrados en los receptores de trasplantes con CAN, y se asocia

con una creciente expresion de TGF-beta 2>"%%, Administrar anticuerpos anti-TGF-beta a esos

animales conduce a esos efectos, lo cual respalda la tesis de que la toxicidad de la
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ciclosporina ocurre a través de un mecanismo dependiente del TGF-beta **°. También se ha
demostrado que otro inmunosupresor, el tacrélimus introducido mas recientemente, también

est4 asociado a la fibrosis y a la sobreexpresion de TGF-beta 2%°.

La expresion del TGF-beta mediada por la All puede ser importante en la nefrotoxicidad
cronica por CSA. Asi la nefrotoxicidad aguda por CSA que esta causada por la
vasoconstriccion de la arteriola aferente glomerular es reversible, mientras que la
nefrotoxicidad cronica esta siempre caracterizada por una insuficiencia renal progresiva y una
fibrosis tubulo-intersticial infiltrativa *®. Es més, la CSA induce a la hipertrofia del aparato
yuxta-glomerular y aumento de sintesis de los componentes del eje SRA, aumentando la
sintesis renal de All que, a su vez, induce a la expresion del TGF-beta, lo que conduciendo a

la fibrosis del tejido renal 2.

Lesion isquemia-reperfusion

Existe un inevitable tiempo de isquemia que se asocia al trasplante renal. La lesion
aparece no s6lo como consecuencia de la isquemia, sino también durante la reperfusion, lo
cual implica la activacion de las células endoteliales y la liberacion de radicales libres de
oxigeno y de diversos mediadores inflamatorios **'. El TGF-beta es inducido y activado por

radicales libres de oxigeno %°%2%3

, 'y es probable que el TGF-beta juegue un papel fisiolégico a
la hora de proteger contra la lesiéon por isquemia-reperfusion °*. De hecho, en un modelo
experimental en el que el pediculo renal de las ratas es manipulado de modo pasajero con
clamps para imitar la lesion por isquemia-reperfusion, el mMRNA-TGF-beta y los niveles de
proteinas son regulados coincidiendo con el periodo de regeneracion tubular, lo que sugiere
un papel en la recuperacion del dafio *°. A largo plazo, las ratas con lesion renal por isquemia-

reperfusion desarrollan una fibrosis marcada, similar a la que se da en la CAN ?*°, hecho que

se asocia con una persistente regulacion del TGF-beta.

Papel de las sustancias vasoactivas
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Durante los ultimos veinte afios se han realizado grandes avances en el estudio del
papel regulador del endotelio en la dinAmica vascular. Se creia anteriormente que el endotelio
s6lo era una barrera permeable a los iones y moléculas organicas, asi como una zona de
efectos metabdlicos, sobre todo en la microvasculatura pulmonar (por ejemplo, convirtiendo la
angiotensina | en angiotensina Il y eliminando las prostaglandinas de la circulacion). A pesar
de que estos descubrimientos eran de importancia considerable, no preveian el importantisimo
papel del endotelio vascular como un 6érgano regulador del tono vascular sintetizando vy
liberando sustancias vasoactivas, jugando un papel critico en la regulacién hemodinamica de

la microcirculacion.

Para mantener la permeabilidad de los vasos sanguineos y la fluidez de la sangre, las
células endoteliales sintetizan algunas sustancias activas, incluyendo grandes moléculas como
fibronectina y sulfato de heparina, interleukina-1, activador del plasmindgeno tisular, varios
factores de crecimiento y pequefias moléculas como prostaciclina, factor relajante derivado del
endotelio (EDRF), hoy conocido como 6xido nitrico, factor activador de las plaquetas y
Endotelina-1. La produccidn de estas sustancias es modulada por cambios en la concentracién
de mensajeros intracelulares como el AMP,, GMP, y calcio y por interacciones entre el

endotelio y sus células, plaguetas o constituyentes del plasma.

En el asentamiento del dafio renal en proceso, existen numerosos factores de
crecimiento y citoquinas, muchas de las cuales pueden interactuar con TGF-beta; de ellas, una
de los mas importantes es la All. Aunque este péptido es conocido basicamente por el papel
gue desempenia en la presion sanguinea y el control del equilibrio de fluidos, no cabe duda de
gue también desempefia un importante papel en las enfermedades renales cronicas. Casi toda
la evidencia procede de modelos experimentales de fibrosis renal, que han mostrado que un
blogueo de la All con antagonistas o0 de los inhibidores de enzima convertidores en
angiotensina reduce los cambios patoldgicos y anula sustancialmente la regulacion de TGF-

beta #°°?%® Aunque parte de este efecto podria deberse a la reduccién de presién sanguinea,
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un conocido factor de riesgo para la fibrosis, los estudios in vitro que muestran que
suministrando All en células mesangiales se incrementa la produccion tanto de MEC como de
TGF-beta, respaldan un efecto directo 2*?°%2’°, Este complejo asunto ha sido bien revisado en

fechas recientes ?'*.

Las endotelinas son otro grupo de mediadores vasoactivos que estan implicados en la
patogénesis de la fibrosis. Aunque en principio fueron descritas como productos de las células
endoteliales, hoy dia se sabe que tienen numerosas fuentes 22, y actdan in vitro para estimular
la produccién de proteinas MEC 2. Los niveles de mRNA en endotelinas fueron
incrementados en el modelo F344 a Lew de CAN, y la administracion de un antagonista es
efectiva para reducir los cambios histolégicos ?*. El TGF-beta estimula la liberaciéon de
endotelinas del endotelio ?”°. Asimismo, existe una compleja relacién con la angiotensina Il

siendo asi que ambas moléculas acttian al menos en parte estimulando sintesis de la otra *’°.

Es importante conocer la importancia fisiolégica de las sustancias vasoactivas:
endotelina-1 (ET-1), 6xido nitrico (NO), tromboxano (TXA;) y prostaciclina (PGly), su relacion

en las funciones del endotelio y el papel desempefiado en el dafio por isquemia- reperfusion

277

Endotelina

En 1988, Yanagisawa et al. *’®

aislaron, a partir de un medio de cultivo de células
endoteliales de aorta porcina, un péptido de 21 aminoacidos llamado endotelina, el cual se ha
mostrado como el mas potente vasoconstrictor enddégeno in vivo e in vitro conocido hasta
ahora. Es diez veces mas potente que la All, vasopresina y neuropéptido Y. El término
endotelinas ?’°, sin embargo, se refiere a la familia de isopéptidos definida como ET-1, ET-2 y
ET-3, que contienen dos puentes disulfuro (Cis1-Cisl5 y Cis3-Cis1ll) que les confieren una

estructura tridimensional con forma de espiral cbénica y, aunque muestran propiedades

similares, bioguimica y biol6gicamente estan codificadas por tres genes diferentes localizados
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en los cromosomas 6, 1y 20 respectivamente, y su expresion esta regulada de forma diferente
segun los o6rganos y tejidos. Tienen una estructura parecida al veneno de serpiente

Actractaspic engaddensis, llamado sarafotoxina.

La produccion de endotelinas estd primariamente regulada a nivel transcripcional
(mRNA). La trascripcion de endotelinas puede estar influenciada por sustancias vasoactivas
como angiotensina Il, vasopresina, noradrenalina y trombina, pero también por factores de
crecimiento, citoquinas, estrés e hipoxia ?*°. La naturaleza de estos péptidos deriva de sus
grandes precursores, denominados preproendotelinas (203 a 212 aminoacidos), que se
transformaran posteriormente en grandes endotelinas (38 a 41 aminoacidos). La proteolisis de
las grandes endotelinas a pequefias endotelinas, por el enzima convertidor de la endotelina
(ECE), es un paso hecesario para que estos péptidos se transformen en moléculas

biologicamente activas de 21 aminoacidos.

Las endotelinas tienen diferentes origenes celulares. En el territorio vascular, la ET-1
(cerdo, humano) sdlo se detecta en las células endoteliales; ello explica, probablemente, que
sea la principal isoforma circulante. También se ha detectado en células no vasculares como
cerebro, rifidbn y pulmoén. La ET-2 (humano) es prevalente en el tracto gastroinpruebainal y
rifon, y en pequefas cantidades en miocardio, placenta y Utero. ET-3 (rata) puede encontrarse
en el torrente sanguineo, pero a muy bajos niveles. Altas concentraciones de este péptido se
describen sobre todo en el cerebro, aunque también en el rifidén, suprarrenal, el pulmoén vy el

intestino.

En mamiferos se han identificado dos subtipos de “receptores” de las endotelinas
denominados tipo A (ET,) y tipo B (ETg). ElI ETA es altamente especifico para la ET-1 y esta
ampliamente distribuido en las células del musculo liso vascular. La union de ET-1 al receptor
ETA. produce la mayoria de los efectos vasoconstrictores de este péptido. A diferencia del
receptor ET,, el ETg responde de la misma forma a todas las isoformas de endotelinas, esta
presente en las células endoteliales e inicialmente se pensé que estaba implicado en
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vasodilatacion. Recientemente, datos in vitro e in vivo demuestran que media en

vasoconstriccion de vasos arteriales de humanos sanos.

Las diversas acciones vasculares de las endotelinas incluyen: vasoconstriccion
potente, aumento de las resistencias vasculares, efectos presores, acciones inotrépicas y
cronotropicas positivas, regulan el tono de los vasos linfaticos, aumentan la permeabilidad
vascular produciendo edema intersticial al inducir la liberacion del tromboxano A2 (TXA,) %1282,
Estan implicadas, también, en un aumento del hematocrito, ya que al producir vasoconstriccion
se produce una disminucién del volumen plasmatico y una hemoconcentracion (Goetz et al..
1988, Millez et al.. 1989, LoOpez-Farré et al.. 1989). Entre las “acciones no vasculares”
destacan: promueven la mitogénesis de células musculares lisas vasculares, fibroblastos,
melanocitos, capilares cerebrales, células estrelladas hepaticas. Son potentes constrictores de

la vejiga de mamiferos. Inducen contracciones uterinas. Estimulan la produccion de

testosterona por las células de Leydig. Estan implicadas en la glicogenolisis hepética.

En el rifidn en concreto, las endotelinas juegan un papel importante en la regulacion
de la funcion renal. Prueba de ello es que se han identificado mRNA para ET-1, ET-2 y ET-3
en la médula, corteza y vasos de rifiones humanos. Péptidos activos de ET se han localizado
principalmente en las células endoteliales de los vasos sanguineos intrarrenales, incluyendo
las arterias arcuatas e interlobares, arteriolas, venas arcuatas vecinas y células endoteliales de
los glomérulos. EIl rifibn es rico en receptores para las endotelinas. El receptor ET, esta
localizado principalmente en los vasos renales, mientras que el receptor ETg predomina en los
tibulos colectores; también esta presente en las células mesangiales, glomerulares y en el

resto del epitelio tubular 283234,

El rifdn es cerca de diez veces mas sensible que otras regiones vasculares a los
efectos constrictores de la ET-1. La ET-1 puede aumentar o inhibir la liberacién de renina,
participar en la regulacion de la excrecion de sodio y agua y liberar aldosterona al actuar sobre
los tubulos colectores. En el ambito renal, la ET-1 puede estimular la proliferacion de células
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mesangiales y su contraccion, y también puede aumentar las resistencias vasculares, lo que
conlleva una disminucién del flujo sanguineo renal, disminucién de la filtracion glomerular y el

volumen urinario %°,

Estdn implicadas en los mecanismos de la hipertension: primero producen
vasodilatacion transitoria con la consecuente hipotension, ya que pueden inducir la liberaciéon
de Oxido nitrico y prostaciclina (De Nucci et al.. 1988 y Herman et al. 1989), para finalmente
producir una vasoconstriccion sustancial: hipertension por liberacion de TXA, (De Nucci et al.
1988) y/o aumento del Ca++ (Yanagisawa et al. 1988). Por otra parte, Sirois contradice que los
productos de la ciclooxigenasa estén implicados en el inmediato efecto de la ET-1 en la
tension arterial ?®2. También estan implicadas en la nefrotoxicidad por ciclosporina %° y el

rechazo agudo del trasplante 2828

observado en humanos y en el &mbito experimental.

En el fallo agudo renal inducido por isquemia-reperfusion jugarian un papel importante
289.290-292 \Whjlhelm et al. > demuestran, al observar en su modelo experimental en ratas, que
es sobre todo tras la isquemia, cuando se activa el preproET-1 mRNA y aumenta la actividad
ET-1 en los capilares peritubulares renales. También se han observado aumentos del nivel de
ET-1 tras la isquemia-reperfusién en cerdos trasplantados de higado ?** y en ratas al clampar
el pediculo renal y que estos aumentos estaban correlacionados con elevaciones en la
creatinina y el BUN ?*2%_ En un estudio de Kon et al. se observé que, al inyectar un bolus de
ET-1 de forma selectiva en la circulacion renal o provocar un aumento del nivel de ET-1 (tras
inducir isquemia-reperfusién en ratas al clampar el pediculo vascular) se producia un
descenso del flujo plasmatico renal y filtracion glomerular secundaria al aumento de las

297

resistencias vasculares glomerulares Espinosa et al.. demostraron en su trabajo

experimental en conejos que también la ET-1, tras isquemia-reperfusion, contribuye a la

N 298

acumulacion de PM al estimular la expresiéon de las moléculas de adhesion de superficie

CD18 (integrinas) de estas células.
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En estudios experimentales de trasplante renal en ratas *%°

, trasplante hepatico en
cerdos con donante a corazén parado e isquemia caliente de 90 min 3 e isquemia-reperfusion
hepética en ratas *** y perros % pinzando-despinzando el pediculo vascular durante 120 min,
se han observado niveles elevados de ET-1 tras la isquemia-reperfusion. Al administrar un
antagonista inespecifico de los receptores ET, y ETg, (TAK-044 en higado y BQ-123 en rifidn),
se atenua el deterioro de la microcirculacion y de la funcién del 6rgano y se reduce el grado de

infiltracion por PMN. Estos antagonistas podrian ser un tratamiento potencial para su uso en

clinica %%,

Oxido nitrico y nitritos/nitratos

En 1980, Furchgott y Zawadzki, usando tiras de aorta en un bafio de érganos,
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) ***. En 1987, Palmer y Moncada % demostraron

que este factor era el 6xido nitrico (NO).

El 6xido nitrico es un gas incoloro, escasamente soluble en agua y facilmente
oxidable 3. La molécula de NO tiene un peso molecular de 30 d. Contiene un electrén no
pareado en su capa exterior, por lo que posee las caracteristicas de un radical, lo cual explica
su elevada reactividad y su tendencia a la uniéon de hemoproteinas reducidas. El 6xido nitrico
es un radical libre debido a su electron no pareado, es inestable y se oxida en presencia de
oxigeno y agua a nitrito y nitrato, que son sus metabolitos estables. Su vida media es de 3 a 6
segundos, siendo el nitrito (NO,) el producto mas abundante de su descomposicion. EI NO
actla activando la forma soluble de la guanilciclasa e incrementa el GMPc al nivel de la célula
del masculo liso vascular. Para ello se requiere la reducciéon del hierro (Fe++ del hemo). El
GMPc activa una proteinquinasa que fosforila las cadenas de la miosina, de modo que se

produce relajacién del masculo liso vascular %,
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El sustrato para la sintesis del NO es la L-arginina. El enzima que cataliza la
formacion del NO a partir de L-arginina es la oxidonitrico sintasa (NOS); una dioxigenasa que
existe en varias isoformas. La NOS cataliza la oxidacion del atomo de nitrégeno de uno de los
terminales guanidino de la L-arginina generando citrulina y eliminando NO y anion superoxido.
Todas las isoformas enziméticas requieren L-arginina, oxigeno, NADPH como sustratos y
flavinadeninnucledtido, flavinmononucledtido, grupo hemo y tetrahidrobiopterina (BH4) como
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cofactores ' (figura 3, pagina 76).

Figura 3. Formacion del NO a partir de L-arginina **°

GMP
L-arginina __ oxidonitico | & anilciclasa
NOS+NADPH+BH,4

GMPc

El terminal nitrdgeno guanidino de la L-arginina es transformado a NO por una
oxidacion. Se requieren cofactores: NADPH, BH,. EI NO estimula la guanilciclasa de la célula,
con lo que el GMP se transforma en GMPc. La familia de las isoformas de la NOS se divide
principalmente en isoforma constitutiva (cCNOS) e isoforma inducible (iNOS). La cNOS requiere
del cofactor ca®” para unirse a la calmodulina y asi activarse (ca®"-dependiente) 2/93%3% ge
conocen dos subtipos de ésta: neuronal: NOS | / nNOS y endotelial: NOS IlIl / eNOS.
Recientemente se ha aislado una cuarta isoforma a partir de hepatocitos humanos: iINOS
hepatica. La diferencia en la estructura bioquimica de estos enzimas radica en el terminal NH,,
mientras que el terminal COOH ~ confiere la similitud entre ellas y con la citocromo P450
reductasa.

La “localizacion” 3%

en el riidn de estas enzimas es la siguiente: cNOS en macula
densa, vasos preglomerulares, tdbulos colectores, asa de Henle y glomerulus; iNOS en tabulos

colectores, proximales y distales, asa de Henle y glomerulus. Entre los “factores activadores de
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cNOS” ** se encuentran: acetilcolina, bradikinina, leucotrienos, FAP, aminoécidos, iones Ca?”,
estimulo eléctrico, mastocitos, PMN, algunas neuronas. Como “factor inhibidor de cNOS” se ha
descrito al FNTa. “Factores activadores de iINOS”: endotoxinas (lipopolisacaridos de las
membranas celulares bacterianas) y citoquinas ( IFNy, FNTa, FNTp, IL-1). “Inhibidores de
iINOS”: glucocorticoides, citoquinas (TGF-$, IL-4, IL-10, etc). EI L-NAME, L-NNMA tienen efecto

inhibidor inespecifico sobre NOS 3%931°,

El NO presenta “actividades biolégicas” *'**2. Es un potente vasodilatador, inhibe la
adherencia leucocitaria y la interaccion de las plaquetas con el endotelio vascular, inhibe la
mitogénesis y proliferacion de las células musculares lisas vasculares. En el rifion el NO juega
un papel crucial en la regulacion de las funciones hemodinamicas y excretoras *°® 3312 Es un
importante regulador del tono vascular glomerular y del coeficiente de ultrafiltracion de los
capilares glomerulares. También juega un papel en la regulacién de la reabsorcion tubular de
sodio y agua. La reduccién de su sintesis provoca un aumento de reabsorcion tubular de sodio
y agua al parecer mediado por la angiotensina Il endégena. El descenso de NO provoca un
aumento de la actividad plasmética de renina y de los niveles intrarrenales de A Il. El flujo
sanguineo es mas sensible en la médula que en la corteza renal a la disminucion de NO y la
actividad de la cNOS es mucho mayor en la médula que en la corteza. La disminucion de su
sintesis provocaria una disminucién en el flujo medular que llevaria a un mayor gradiente

osmatico en la médula y a un aumento en la reabsorcion de sodio y agua 3% 311312,

Al tener un electrén no pareado en su estructura quimica, puede aceptar electrones y
de ese modo ser scavenger del anién superoxido. E incluso puede llegar a inhibir la
produccién del mismo por los neutréfilos. Sin embargo, por otra parte, puede tener efecto
citotoxico directo y ha sido implicado en el dafio a los tejidos *!3. Los macréfagos son una

fuente importante de produccion de NO a partir de iNOS ejerciendo accion patégena.

Asi pues, existe una gran controversia sobre el papel del NO. Numerosos trabajos

han intentado esclarecer dicho papel en el dafio por isquemia-reperfusion. Unos apoyan la
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hipotesis de que durante la isquemia-reperfusion se produce un aumento de actividad de
cNOS 3431%: otros, de iINOS **° y otros, de ambos . La mayoria de ellos concluyen afirmando

el efecto citoprotector del NO, 31231%-316:318319-323 E ot jygaria un papel importante en el

mantenimiento del flujo sanguineo renal durante la recuperacion del dafio isquémico 3% Al

parecer, segun Cristol *’, seria el isoenzima eNOS el que predominaria durante la isquemia-

reperfusion, sin que llegara a detectarse iNOS. No obstante, Noiri opina lo contrario **. Sin

323

embargo, otros apoyan el efecto citotdxico del NO %", Weight sugiere que la temprana

liberacion de NO durante la isquemia caliente-reperfusion es citotéxica, pero que en general

ejerceria un papel citoprotector. En el caso del higado existe la misma controversia: a favor del

NO 324-327 yen Contra.328_329

Tromboxano

El TXA, y la PGI, rapidamente son hidrolizados de forma no enzimatica a metabolitos
estables no activos: TXB; y 6-keto- PGF, medible en plasma. El balance entre prostaciclina y
tromboxano es un factor importante en cuanto a la modulacion del dafio por isquemia-
reperfusion. Inhibidores de la tromboxanosintasa pero no de la ciclooxigenasa previenen de la

necrosis tubular aguda (NTA) tras la isquemia renal. Se cree que es debido a la estimulacion

de la produccién enddgena de prostaglandinas vasodilatadoras (PGE;, PGl,) **° y que una

relacion alta entre PGIl,/ TXA, protege contra la isquemia renal **.

Son numerosos los trabajos que indican que la administracion de inhibidores de la

sintesis del TXA, tienen un efecto citoprotector en el dafio por isquemia-reperfusiéon no sélo en

332-334 335-337

rifién , sino también en higado y pancreas 3% También la administracion de

analogos de la prostaciclina atenta el dafio por isquemia-reperfusion, con lo que se mejora el

flujo renal y la filtracién glomerular, se facilita la recuperaciéon de las células tubulares dafadas

[ 339-341

en el ambito rena , S& mejora la microcirculacion hepatica y se atenla la depleccién

energética y la lipoperoxidacion 3*43%,
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Prostaciclina o PGl,

La prostaciclina fue descubierta en 1976 *“ por Moncada et al., quienes la que
llamaron en un principio PGX. Es el mayor miembro de la familia de las prostaglandinas
producidas por las células endoteliales. Tiene un fuerte poder vasodilatador e inhibe la
agregacion plaquetar activando la adenilciclasa e incrementando el AMPc intracelular. Se
transforma rapidamente en el plasma a 6-Keto-prostaglandin Fy,, que es el metabolito estable
345.

Las prostaglandinas, derivados del acido araquidénico, se transforman en diferentes
metabolitos siguiendo la via de la ciclooxigenasa (COX). La COX sigue los mismos caminos
que la NOS ?”°. Los antiinflamatorios no esteroideos pueden inhibir este enzima bloqueando la
sintesis de prostaglandinas. Se han descrito dos isoenzimas de ciclooxigenasa, COX-1y COX-
2. Tienen un 60% de similitud y presentan diferentes propiedades biol6gicas y farmacolégicas.
COX-1 se expresa constitutivamente en la mayoria de los tejidos y esta involucrada en la

produccion fisioldgica de las prostaglandinas.

La forma inducible, COX-2 estd presente en las células expuestas a agentes
proinflamatorios, incluyendo citoquinas, y se expresa en procesos inflamatorios. La inhibicion
de la COX-2 por los AINEs puede utilizarse como medidas terapéuticas, mientras que la de

COX-1 nos podria explicar los efectos no deseados en el estdbmago v el rifion.

La sintesis de prostaciclina se inicia a partir del enzima fosfolipasa A,, (figura 2,
pagina 35), que libera acido araquidénico a partir de los fosfolipidos de membrana. Este
enzima puede estar inhibido por los glucocorticoides, con lo que se inhibe asi la sintesis de
prostaciclina. El acido araquidénico, por medio del enzima ciclooxigenasa (COX), sera

transformado en endoperéxidos de prostaglandinas: PGG,, un inestable compuesto que sera
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ciclado y oxigenado por una peroxidasa a PGH, Dependiendo del tejido y tipo de célula, la
PGH, es convertida en PGE, o, mayoritariamente, en PGI, por la prostaciclinsintasa en las
células endoteliales y musculares lisas. En lo concerniente a macrofagos y plaquetas, la PGH,

346 Estos dos

se transforma en tromboxano A, por medio de la tromboxanosintasa
eicosanoides representan biolégicamente polos opuestos en el mecanismo que regula la
interacciéon de las plaquetas con el endotelio. EI TXA, contrae el musculo liso e induce la

agregacion plaquetar, pero la PGI, posee un potente efecto vasodilatador y antiagregante

plagquetar.

La produccién de prostaciclina, al igual que el resto de PGs, puede estar “activada”
por perturbaciones quimicas o mecéanicas de las membranas celulares . Farmacos, presion
pulsatil y numerosos mediadores enddgenos pueden inducir la formacién de prostaciclina a
partir de las células endoteliales. Algunas sustancias enddgenas derivadas del plasma como
bradiquinina, trombina y otras liberadas por las plaquetas, como serotonina, PDGF, IL-1 y
adeninnucleotidos pueden estimular su sintesis. Inhiben la sintesis de prostaciclina:
antagonistas del calcio, captopril, dipiridamol, diuréticos, nitratos, estreptoquinasa, AINES,

glucocorticoides, lipoperoxidos (éstos inactivan a la prostaciclinsintasa).

Entre las propiedades bioldgicas de la prostaciclina se encuentran, ademas de las ya
citadas: vasodilatacion y antiagregante plaquetar, en el ambito renal: mantienen el flujo
sanguineo renal (mas importante en la médula que en la corteza) y filtracion glomerular,
regulan la eliminacion de sodio y agua debido a su efecto tubular directo, mas evidente en la
porcion gruesa del asa ascendente de Henle. Existe una importante interaccién entre el NO y
las PG en la regulacion aguda y a largo plazo de la funcion renal: las prostaglandinas
contribuyen a mantener la hemodinamica y la funcion excretora renal cuando se reduce la

produccion de NO 8,

Endotelina, oxido nitrico, prostaciclina y tromboxano actian conjuntamente,
interaccionando entre si y modulando el dafio por isquemia-reperfusion (figura 4, pagina 81).
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Figura 4. Generacion e interaccion entre prostaciclina, 6xido nitrico y endotelina-1 por las

células endoteliales *

Plaquetas
Trombina / / HEMOGLOBINA

Bradiquinina 5HT, ADP PGl;

Estrés / /

Cels. M. liso | |

QMPC +GMD

La estimulacion de los receptores de las células endoteliales por serotonina (5HT) o
ADP liberados de las plaquetas, trombina y bradiquinina, o sustancias liberadas por
situaciones de estrés, activan la célula que genera prostaciclina (PGl,) a partir del acido
araquidonico. Dicha célula relaja el musculo liso vascular e inhibe la agregacién plaquetar

incrementando los niveles de AMPc.

EL éxido nitrico (NO) formado a partir de L-arginina también relaja el musculo liso e
inhibe la adhesion y agregacion plaquetar, pero incrementando los niveles de GMPc. El
aumento simultaneo de AMPc y GMPc, por parte de NO y de PGl,, hace que de forma

sinérgica éstos inhiban la agregacién plaquetar **°. La hemoglobina inactiva el NO.

La endotelina-1 (ET-1) se une por medio de su receptor a las células endoteliales, con

lo que se causa la fosforilacién de la mioglobulina, al incrementar el calcio en las células del
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musculo liso, lo que produce su constriccion. EI mecanismo de liberacion de la endotelina a

partir de las células endoteliales no se conoce con exactitud.

Reparacion tisular tras sindrome isquemia-reperfusion

Como consecuencia del dafio por isquemia-reperfusion, se produce una alteracion del
rifidn que hay que trasplantar, lo que provoca una necrosis tubular aguda en mas o menos
grado que puede afectar a la funcién y viabilidad del 6rgano, incluso llegar a necrosis cortical,

con la pérdida definitiva de éste.

La NTA, como su nombre indica, consiste en la muerte de las células de los tubulos
renales. Estas liberan sus enzimas al exterior pudiendo ser marcadores de dicha lesion y de la
viabilidad del érgano. La idea de estudiar la viabilidad de rifiones sometidos a dafio por
isquemia antes del trasplante determinando enzimas marcadores de lesion renal no es nueva.
En la década de los setenta, la LDH era medida en el efluente venoso de rifiones perfundidos.
Sin embargo, debido a la distribucién homogénea de este enzima en el tejido renal, no es un

marcador especifico del dafio por isquemia.

9. Papel del TGF-beta en laisquemia-reperfusion

Es sencillo comprender que, después de la lesion por isquemia-reperfusion, la afluencia
de medidores inflamatorios afiadida a una degradacion de las células necréticas determina un
MEC mas fluido y, estas enzimas degradantes necesitan ser reguladas en el interstitium renal.
El incremento de los niveles del TGF-beta observado ya la primera semana de este evento y el
delicado turnover de las MEC asociado sugieren la participacion precoz del TGF-beta en el

proceso agudo de la reparacion de las lesiones por isquemia-reperfusion (Jain S, et al. 2000)

350-353
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La valorizacion de los efectos de la lesion isquemia-reperfusion es dificil en humanos
debido a la gran cantidad de variables de confusion. Quiza la situacion clinica mas cercana
sea el trasplante renal. Por este motivo, tanto en estudios experimentales como en la practica
clinica, muchisimos otros factores influencian la expresion de los genes involucrados en las

lesiones de isquemia fria, caliente e isquemia-reperfusién en los NHBD (Jain S, et al. 2000) *°.
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La posibilidad de obtener un rifidn de un donante a corazéon parado es una fuente para
obtener 6rganos para trasplante que no debe descartarse, dada la diferencia existente entre el
numero de pacientes en lista de espera y el nimero de érganos que se extraen. Es necesario
conocer el grado de lesidbn que se produce como consecuencia de la parada cardiaca
(isquemia caliente), periodo de almacenamiento (isquemia fria), periodo de isquemia-
reperfusion, y disponer, en el periodo posterior, de estos datos, con el fin de conocer qué
rinones son susceptibles de trasplantarse y modificarse segun las condiciones de

preservacion.

Hasta ahora, el objetivo fundamental para la recuperacion de los 6rganos es conseguir,
lo antes posible, el enfriamiento corporal total. Se ha comprobado que periodos de isquemia

caliente de hasta cuarenta minutos no afectan a la supervivencia del injerto.

El TGF-B1 es una citoquina que actia como factor de crecimiento y que tiene un
importante efecto en la reparacién tisular y en la producciéon de fibrosis cuando el proceso de
reparacion es andémalo. Se conoce con detalle la accion de los factores de crecimiento vy,
especificamente, del TGF-B1, en los procesos tardios del rechazo del aloinjerto renal, por
medio de la produccién de fibrosis, pero poco o casi nada se conoce de los cambios y la
presunta actuacion de esta citoquina en los primeros procesos del trasplante renal (isquemia-

reperfusion).

Si se considerara que el TGF-beta1 participa en los procesos de regeneracion
tisular estimulando la produccién de fibrosis, que el TGF-$1 también tiene una
importante participacion en la regeneracion del tejido renal danado, ademas de que
contribuye a la reparacion y el mantenimiento de la estructura y funcioén tubular. Se sabe

que la expresiéon del TGF-$1 depende del tiempo transcurrido después de una lesién
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aguda isquémica y, ademas, se comprobé que dicha elevacion de la expresion del TGF-
B1 ya existe a partir de las 12 horas postisquemia, y que persiste durante mas de

catorce dias.

Si se conocieran las caracteristicas de este tipo de lesion por isquemia-
reperfusidon y se determinaran los factores predictivos de viabilidad en correlacion con
la expresion del TGF-B1, con los sustancias vasoactivas, con la carga energética, con
los flujos arteriales postreperfusion y el grado de lesiéon histopatolégica, seria posible
reconocer aquellos rifiones viables para trasplante y establecer, ademas el tiempo
maximo de isquemia a partir del cual los riiones no serian aptos, (cual seria la
correlacién ideal de los factores citados), qué conduciria a un mejor rendimiento en el
oérgano trasplantado. Con ello se podria aumentar de forma efectiva el numero de
érganos que se podrian trasplantar, ya que creemos que el periodo actual se puede

sobrepasar, teniendo en cuenta los siguientes aspectos:

El rifdn es capaz de resistir periodos prolongados de isquemia.

o El proceso de preservacion y trasplante de un rindn conlleva de forma inevitable a la

produccion de una lesion por isquemia-reperfusion de mayor o menor grado.

e Cuando se trata de donantes a corazén parado, la lesion isquémica producida es mas

grave que en cualquier otra situacion.

e Una adecuada sistematizacién de la obtencién del rifidn podria disminuir al maximo la

progresion de la lesion.

Entonces deberiamos establecer un modelo para obtener 6rganos a corazén parado que

permitiera:
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e Conocer el grado de lesion celular producido por los diferentes tipos de isquemia.

o Establecer marcadores de viabilidad renal y correlacionarlos con la expresion del TGF-
B1, con los sustancias vasoactivas, con la carga energética, con los flujos arteriales
posreperfusion y el grado de lesidon histopatolégica estudiando las diferentes vias de

lesion renal en los diferentes tiempos de isquemia.

e Evaluar la calidad y viabilidad del érgano antes de plantear su utilizacién en el

trasplante.

El hecho de conocer como se regula el mecanismo de lesién por isquemia-
reperfusion puede significar la posibilidad de agregar sustancias citoprotectoras que
permitan utilizar rifiones que presenten periodos de isquemia mas prolongados y
minimizar el dano tisular, de modo que se evitaria el trasplante de rinones que nunca

debieron utilizarse.
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El objetivo general de esta tesis doctoral es estudiar el papel del TGF-beta 1 en los
procesos de lesién/recuperacion tisular durante la isquemia fria, isquemia caliente e

isquemia-reperfusién, en un modelo de trasplante renal experimental en cerdo.

De la hipotesis planteada previamente se plantearan unos objetivos concretos como

son:

1. Valorar la expresion en tejido renal del TGF-beta 1 durante la isquemia fria, y en
diferentes tiempos de isquemia caliente y postrasplante inmediato (cinco dias).

2. Estudiar la viabilidad de dichos injertos mediante estudios histolégicos y el grado
de rechazo de los animales.

3. Investigar el papel del TGF-beta 1 y otros marcadores (sustancias vasoactivas,
carga energética, resistencias vasculares) en los mecanismos fisiopatolégicos
del dafio tisular y reparacion producidos durante la isquemia-reperfusion.

4. Ajustar las correlaciones encontradas a las variables estudiadas.

5. Determinar factores predictivos y prondsticos de la viabilidad del 6rgano.
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1. Disefo del estudio

Establecer un modelo experimental de trasplante renal con NHBD resulta dificil pues
clinicamente existen varios tipos de donantes inestables y muchas formas de llegar a la
parada cardiaca. En este modelo, se opt6 por la provocacion de la parada cardiaca mediante
la inyeccion intravenosa de 20-30 mEq de KCI. Se trata de un método sencillo y rapidamente
eficaz para lograr un periodo de isquemia caliente homogéneo y bien controlado, esto permite

su reproducibilidad en todos los grupos del estudio.

Los pares de animales son divididos en 5 grupos. Se detallan a continuacién las
caracteristicas de cada grupo. De acuerdo con los objetivos establecidos previamente, se
estudiaran tres grupos de diez pares de cerdos cada uno y dos grupos de cinco pares de

cerdos.

GRUPO 1 (n= 5 pares). CONTROL, Sin isquemia caliente. Con Csa A
GRUPO 2 (n= 5 pares). CONTROL, Sin isquemia caliente. Sin Csa A
GRUPO 3 (n= 10 pares). Periodo de isquemia caliente de 30 minutos.
GRUPO 4 (n= 10 pares). Periodo de isquemia caliente de 45 minutos.

GRUPO 5 (n= 10 pares). Periodo de isquemia caliente de 90 minutos.

El estudio experimental realizado puede ser subdividido en las siguientes fases:
1 - Premedicacion y anestesia del animal donante.
2 - Incision de laparatomia media xifopubiana.
3 - Diseccién de extremo caudal de arteria Aorta y vena Cava y canulacién de ambas.

4 - Heparinizacion del animal donante.

5 - Provocacion de la parada cardiaca: 30, 45 y 90 minutos.
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6 - Perfusion renal fria con solucion de Wisconsin.

7 - Extraccion renal y cirugia de banco.

8 - Preservacion a 4°C durante 6 horas.

9 - Preparacion del animal receptor.
10 - Nefrectomia bilateral en el receptor.
11 - Implante del injerto renal. Fin del periodo de isquemia fria.
12 - Control y seguimiento durante 5 dias postoperatorios.

13 - Sacrificio del animal al quinto dia.

Figura 5: Disefio del estudio

DISENO DEL ESTUDIO
.......................... ' T
ISQUEMIA FRIA | REPERFUSION | | SUPRESION..... D
5 : v v
Basal : : = 1R 5D
an N GRUPO A : » CsAnss
ISQUEMIA ] GRUPO A » Aza n=5
§|30 min |GRUPO B- » CsA n=10
ISQUEMIA '
CALIENTE EIEGRUPO C » CsA n=10
PROGRESIVA i
: IC -
il eomin__ |GRUPOD > CsA n=10
IC |

Grupos sin isquemia caliente

GRUPO A (n= 5 pares). CONTROL. Extraccién a corazon latiente del rifion donante

posterior a la perfusion renal con un litro de solucién fria de la Universidad de Wisconsin (UW)
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y almacenaje en nevera a 4° C durante 6 horas, tras las cuales se realiz6 el trasplante. Se

introdujo tratamiento inmunosupresor con ciclosporina A (CsA).

GRUPO A (n= 5 pares). CONTROL. Extraccién a corazon latiente del rifion donante
posterior a la perfusion renal con un litro de solucion fria de UW y almacenaje en nevera a 4° C
durante 6 horas, tras las cuales se realizo el trasplante. Se introdujo tratamiento

inmunosupresor con azatioprina (Aza), sin CsA.

Grupos con isquemia caliente

GRUPO B (n= 10 pares). Periodo de parada cardiaca de 30 minutos seguido de
perfusién renal con un litro de solucién fria de UW. Y almacenaje en nevera a 4° C durante 6
horas, tras las cuales se realiz6 el trasplante. Se introdujo tratamiento inmunosupresor con

ciclosporina A (CsA).

GRUPO C (n= 10 pares). Periodo de parada cardiaca de 45 minutos seguido de
perfusién renal con un litro de solucion fria de UW. Y almacenaje en nevera a 4° C durante 6
horas, tras las cuales se realiz6 el trasplante. Se introdujo tratamiento inmunosupresor con

ciclosporina A (CsA).

GRUPO D (n= 10 pares). Periodo de parada cardiaca de 90 minutos seguido de
perfusién renal con un litro de solucion fria de UW. Y almacenaje en nevera a 4° C durante 6
horas, tras las cuales se realiz6 el trasplante. Se introdujo tratamiento inmunosupresor con

ciclosporina A (CsA).

2. Infraestructura da la actividad experimental

La actividad quirdrgica experimental fue desarrollada a partir de Septiembre de 1998

hasta el Diciembre del 2000, en el Departamento de Cirugia Experimental de la Facultad de

93



Material y Métodos

Medicina de la Universidad Central de Barcelona que poseia las instalaciones necesarias para
llevar a cabo la extraccion e implantacion renal al animal de experimentacion (fotografia 1

pagina 100).

La realizacién de un trasplante renal necesita la utilizacion de varios aparatos de
control y monitorizacion tanto en el acto anestésico como en el acto quirdrgico, y el quiréfano

estaba compuesto con :

- un aparato de ventilacion mecanica (respirador Temel).

- un monitorizador de presiones y electrocardiograma (Hewlett-Packard).
- un analizador de gases (Ciba-Corning).

- un oxigenador pediatrico (William Harvey (H-300) Bard pediatrico).

- un bisturi eléctrico (Magari 1, Cuatro.S.A).

- un aspirador de campo quirurgico (Ordisi. S.A).

- un calentador de sueros.

3. Animales de experimentacion

Los animales de estudio son 40 pares de cerdos de raza ibérica large white, de peso de
28,9+2.6 Kg, divididos en donantes y receptores. Todos los animales han sido suministrados

por la misma granja especializada (casa Isoquimen).

El cerdo utilizado como animal de experimentacién en el campo del trasplante renal es
ideal ya que posee una anatomia y fisiologia muy similares al humano. Ademas, es un animal
domesticable, de crecimiento rapido y reproduccién numerosa. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que es de naturaleza muy labil y sensible a las situaciones de estrés por lo que su
manejo debe ser cuidadoso para evitar la muerte del animal durante su preparacion para la

intervencion.
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Todos los animales se han mantenido en condiciones en corralinas estandarizadas
donde se les proporciona agua y comida en forma de pienso ecoldgico sin aditivos. Tanto los
donantes como los receptores son sometidos a un periodo de ayunas de 8 horas previo a la

cirugia con un acceso libre a la ingesta de agua.

Preparacion preoperatoria de los animales

Se realiza en todos ellos una premedicacion con Azaperona® intramuscular a dosis de
10 mg/kg de peso. Quince minutos después, se trasladan al prequiréfano donde, tras
canalizaciéon de la vena del pabellébn auricular, se realiza la induccién anestésica con
Tiopental® sédico endovenoso a dosis de 15 mg/kg y se procede a la intubacién orotraqueal y

ventilacibn mecanica controlada del animal (ver descripcién de la técnica en el apartado 4.).

Una vez anestesiado, se realiza un lavado de todo el abdomen, térax y cuello del
animal con agua y jabén con yodo-povidona. Se rasuran las extremidades para la colocacion
de los electrodos de monitorizacion electrocardiografica y se pesa. Después se traslada a la
mesa de quiréfano donde se coloca en decubito supino para proceder a la sujeccién, conexiéon
al aparato de ventilacion mecanica y preparacion del campo operatorio en condiciones de

esterilidad.

4. Modelo de trasplante renal en el cerdo

Técnica anestésica, monitorizacion y mantenimiento del cerdo

Después de la preparacion preoperatoria ( premedicacion con Azaperona a dosis de 10
mg/kg e induccidn con Pentotal a dosis de 15 mg/kg) e intubacion de la via aérea del animal,
se procede a la ventilacion mecéanica (Engstrom) con oxigeno al 100%, empleando un volumen
tidal necesario para mantener la fraccion espirada de CO2 (“ETCQO”) entre 30 y 40 mmHg. La

anestesia se mantiene con Isofluorane al 0,7-1% y el bloqueo neuromuscular con Besilato de
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atracurio (10 mg/hora). La analgesia intraoperatoria se realiza con Fentanilo a dosis de 50

pg/hora.

La monitorizacion hemodinamica de los animales se inicia mediante la diseccién de la
region cervical derecha y la colocacion de un catéter arterial (16 G, Arrow) a nivel de la arteria
carotida derecha (fotografia 2, pagina 100). En el receptor se coloca ademas el mismo tipo de
catéter en la vena yugular externa derecha, previamente tunelizado a la regién dorsal por el
plano subcutaneo. Asi se monitorizan de forma continua la presion arterial y la presion venosa
central. La monitorizacién electrocardiogréfica también se lleva a cabo de forma continua

mediante las derivaciones Il y V.

Durante el trasplante en el receptor, los controles hemodinamicos y analiticos
rutinarios se hacen en las siguientes fases bien definidas: en el momento de la induccién
anestésica, previamente al despinzamiento de los vasos renales antes de la reperfusion, y por

ultimo a la hora de la reperfusion.

La hidratacion del animal durante el trasplante se realiza de la siguiente manera:

e En la fase de nefrectomia bilateral, se administra un total de 500 ml de suero Ringer
Lactato®.

e Antes del pinzamiento vascular, se inicia un perfusion continua de 500 ml de Hemoce®
gue se mantiene durante toda la fase arrenal.

e Tras la reperfusion, se inicia una perfusién de suero glucosado al 5% hasta un total de 300

a 500 ml que se mantiene hasta la finalizacién del trasplante.

Técnica quirargica en el donante

Tras la practica de una laparatomia xifopubiana se exploran los rifiones para verificar

gue no hayan contraindicaciones para su utilizacion como donantes. Las contraindicaciones
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serian alteraciones de color, presencia de tumoraciones, mal formaciones vasculares, cuadros

infecciosos, etc.

Se diseco el retroperitoneo del animal, en cuya izquierda se identificaron los vasos del
hilio renal y se tomaron los flujos arterial y venoso basales (fotografia 3, pagina 101). Los 2
transductores Transonic® de 3 y 5 mm utilizados en el experimento, se muestran en la

fotografia 4, pagina 101.

Se disecan la arteria Aorta y la vena Cava en su extremo mas distal para la
canulacion (fotografias 5 y 6, pagina 102) y previa a la heparinizacion del animal a dosis de 3
mg/kg peso, se provoca entonces la parada cardiaca mediante la inyeccion intravenosa de 20-
30 mEq de KCI. En el grupo control del estudio se extraen los riflones a corazon latiente, una

vez perfundidos con solucion UW, sin periodo de isquemia caliente.

Tras los minutos de isquemia caliente correspondientes a cada grupo (30, 45 y 90
minutos) se procede a la perfusion fria “in situ” de los riflones a través de la arteria Aorta con
un litro de solucién UW (fotografia 7, pagina 103). Previamente, se habia ocluido la Aorta por
debajo del tronco celiaco y se habia ligado la arteria mesentérica superior. Se liga la vena

Cava inferior por debajo de las venas renales.

Una vez se constate que haya finalizado el periodo de perfusion fria, se procede a la
extraccion de los riflones seccionando la vena cava infrahepatica y la aorta por encima de las
venas y arterias renales. Posteriormente, realizamos una nefrectomia radical en bloque
bilateral simultanea seccionando la vena Cava inferior y la Aorta distalmente, sobreelevando

las canulas, y seccionando ambos uréteres a nivel del cruce con los vasos iliacos.

Cirugia de banco

Se realizan las siguientes maniobras que no difieren de las realizadas a nivel clinico:
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Los riflones se separan dividiendo la Aorta en primer término en su superficie posterior,
luego en su superficie anterior y por Gltimo mediante la divisién de la vena renal izquierda a
nivel de su desembocadura en la vena cava inferior. La arteria renal tendra un patch de Aorta

y la vena renal de Cava. Se realiza exéresis de los ganglios linfaticos hiliares.

Los rifiones ya preparados se colocan en una bolsa de drganos estéril con suero
Ringer Lactato® “pilé” a 4 °C y se introducen en una nevera portétil con abundante hielo que la

rodeara. Permaneceran durante 6 horas hasta su colocacion en el receptor.

Técnica quirargica en el receptor

Nefrectomia bilateral

Se practica inicialmente una pequefia incision de lumbotomia izquierda
extraperitoneal hasta llegar al rifidn izquierdo, realizando nefrectomia. Seguidamente se
practica una incision pararrectal derecha extraperitoneal disecando el rifién derecho y el hilio y
la pelvis renal, ligando el pediculo renal en bloque y seccionando la via renal a nivel de pelvis

preservando el uréter propio.

Implante de un rifién.

Se coloca el rifién derecho donante a nivel del retroperitoneo del cerdo receptor. Se
realiza diseccion de la vena Cava inferior y de la Aorta ligando los vasos linfaticos a nivel de la
zona donde realizaremos la anastomosis: generalmente en el territorio comprendido entre

bifurcacion de los vasos renales y bifurcacion de los vasos iliacos.

Se realizan las anastomosis vasculares en el siguiente orden: primero se realiza la
anastomosis término-lateral entre vena renal con patch de cava pinzando la vena renal con un

bulldog; en segundo lugar la anastomosis término-lateral entre arteria renal con patch de aorta
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y la aorta abdominal (fotografia 8, pagina 103). Ambas anastomosis se realizan con sutura
continua 180° con monofilamento irreabsorvible de prolipropileno 6 ceros; la cara posterior por
dentro y la anterior por fuera. Procederemos al despinzamiento siguiendo el orden: primero
vena renal y después arteria renal. De esta manera ya se reperfunde el rifién (fotografia 9,
pagina 104) La reconstruccion del tracto urinario se realiza con sutura continua de catgut® 6
ceros mediante pieloureterostomia dejando tutorizada ésta con un “doble-jota” (fotografia 10,

pagina 104).

Tras finalizar las anastomosis vasculares y una vez despinzado los vasos, se toman
los flujos arteriales y venosos renales a tiempo cero, 5 y 10 minutos (fotografia 11, pagina

105).

La incision pararrectal derecha y la lumbotomia izquierda se cierran por planos con

Vicryl® del cero y la piel con sutura continua de seda triangular del cero.
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Fotografia 1. Infraestrutura y aparataje del quiréfano experimental.

Fotografia 2. Diseccion de arteria carétida y vena yugular externa
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Fotografia 3. Tomada de Flujos arterial y venoso en momento Basal.

Fotografia 4. Transdutores de fluxo arterial y venoso.

\J\.Uyl aATTaA J. ISTUUTUTT UT AartTaa auTta auuuTtTTrmaa y VCTTO COVT.
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Fotografia 6. Canulacién de Cava y Aorta.

Fotografia 7. Rifilones in situ tras la perfusion fria con solucion de UW.
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Fotografia 8. Anastomosis venosa a vena cava. Arteria renal con su patch.

Fotografia 9. Anastomosis arterial y venosa. Reperfusion
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Fotografia 10. Reconstruccion del trato urinario.

Fotografia 11. Anastomosis arterial y venosa. Reperfusion y tomada de flujos post-reperfusion
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Fotografia 12. Despertar anestésico

Cuidados postoperatorios

Una vez finalizada la intervencion quirargica, el animal permanece intubado con
respiracion espontanea hasta que el tono neuromuscular y las constantes biolégicas se
normalicen. A continuacion, se procede a la extubacién del mismo (fotografia 12, pagina 69) y
se transporta a la corralina. Las muestras de sangre se toman a través del catéter central
colocado en la vena yugular externa y tunelizado hasta el dorso. Se controlardn los gases
sanguineos en el postoperatorio inmediato. Se tomaran analisis en los dias sucesivos al
trasplante. La analgesia se realiza con Meperidina intramuscular (50-100 mg) durante la fase

del despertar.

El tratamiento inmunosupresor se inicia después de la induccion anestésica con una
dosis de 250 mg de metilprednisolona. Antes de la reperfusién renal, se administran otros 250
mg de metilprednisolona. A partir de las 24 horas, se administr6 ciclosporina oral a dosis de
20 mg/kg/dia hasta el dia del sacrificio, ademas de Aza a 1,5 mg/Kg en todos los grupos de

estudio.
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La alimentacion se inicia a partir de las 12 horas con agua y dieta blanda (yoghurts
mezclados con pienso). A partir del segundo dia dieta normal. El sacrificio del animal se
realiza con Tiopental sédico y KCL (20-30 mEq) por via intravenosa el quinto dia del
trasplante. En la necropsia, nos fijaremos fundamentalmente en el aspecto macroscopico del
rifion, la integridad de las anastomosis vasculares, la presencia de trombosis vascular y de

liquido libre retroperitoneal (linfa, orina, sangre, etc.).

5. Determinaciones analiticas y biopsias

Cronograma de larecogida de muestras
Las muestras de sangre y de tejido renal se obtienen en los siguientes momentos

definidos (figura 6, pagina 108).

1. - En el animal donante una vez colocados los catéteres, antes de iniciar la parada cardiaca.
Sirve como muestra basal (B) del propio animal (sangre y muestras de tejido renal en formol y

nitrégeno).

2. - Al final del periodo de parada cardiaca (IC). Traduce la lesion aparecida durante todo el
periodo de isquemia caliente (sangre y muestras de tejido renal en nitrdgeno). Los animales

control no tendran esta toma de muestras.

3. - Inmediatamente antes de la reperfusion vascular en el animal receptor, durante la
realizacién del trasplante (IF). Traduce la lesién después del periodo total de isquemia,

caliente y fria (sangre y muestras de tejido renal en nitr6geno).
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4. - Una hora después de la reperfusion vascular (IR). Traduce la lesién por isquemia —

reperfusion (sangre y muestras de tejido renal en nitrdgeno).

5. - Al primer dia (1D), s6lo se obtiene una muestra de sangre (bioquimica) para control

evolutivo.

6. - Al tercer dia (3D), también Unicamente se obtiene una muestra de sangre con el mismo fin.

5. - Al quinto dia (5D), en el animal superviviente (sangre, y muestras de tejido renal en

formol y nitrégeno).

Figura 6: Cronograma de la recogida de muestras tisulares y de sangre.
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Las muestras que se obtienen en todos los animales, tanto donantes como
receptores, en los momentos concretos, son de sangre y biopsias renales. Se explica, con
detalle, la extraccion y tratamiento de las mismas y los parametros que se estudian una vez

procesadas:

Marcadores de lesion celular renal.

Desde el punto de vista biolégico, la lesion renal se manifiesta como un aumento de la
creatinina sérica que se traduce clinicamente en una insuficiencia renal postoperatoria de
diferentes grados. Para cuantificar el nivel de creatinina a lo largo del estudio, se obtienen en
cada momento 6 ml de sangre que se depositan en un tubo al vacio (Vacutainer®) a
temperatura ambiente. Posteriormente se centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos; el plasma

se almacena en alicotas de 1 ml en microtubos Eppendorf® y se congela a —20°C.

Factores de crecimiento y sustancias vasoactivas.

e TGF-betal: Ver mas extensamente en el apartado 6.2. en la pagina 75.

e Endotelina-1 (ET-1): Se toman 10 ml de sangre y se colocan en un tubo especial de
polipropileno que contiene 0.5 ml EDTA sddica con aprotinina (10KU) y soybean tripsin
inhibidor (1000 U). Se requiere de un minimo de 2,5 ml de sangre. Se ha de conservar en
hielo hasta el momento de la centrifugacion. La temperatura éptima de extraccion es de

4°C, la temperatura de centrifugacién es de 4°C y las alicuotas se conservaran a -20°C.

o 6-keto-PGFla y Tromboxano B2 (se trata del mismo proceso para ambas sustancias y se
mide la concentracidon plasmatica de 6-keto-PGFla y TXA B2; metabolitos estables de
PGl, y TXA B2). Se toman 7 ml de sangre y se colocan en un tubo especial de
polipropileno que contiene 100ul de solucién de aspirina (0,6% inyesprin y 15% EDTA-K3).

Se requieren minimo 3 ml de sangre. El tubo se introducird en hielo hasta el momento de la
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centrifugacion. La temperatura éptima de extraccion es de 4°C. La temperatura de

centrifugacion es de 4°C y las alicuotas se conservan a —20 °C.

¢ Nitritos/Nitratos (NO): Se toman 5 ml de sangre y se colocan en tubo de vidrio vacio. La
cantidad minima requerida de sangre es de 0.5 ml. La temperatura de extraccion 6ptima es

de 4°C, la de centrifugacion de 4°C y las alicuotas se han de conservar a —20°C.

Marcadores del estado energético celular.

La valoracion de la reserva energética renal consiste en cuantificar la energia
acumulada en la célula renal. Varios parametros reflejan el estado energético del tejido: el
nivel de ATP tisular, el nivel del total de nucleétidos de la adenina y la carga energética tisular

(CE).

El nivel de ATP celular indica el nivel de energia que dispone el tejido. La CE
representa la habilidad de los mecanismos tisulares para producir energia y esto se
correlaciona con la funcion mitocondrial. Es decir, indica el potencial intacto del tejido para

producir energia en detrimento de la cantidad del sustrato que dispone ATP o precursores.

En los momentos del estudio ya definidos (figura 6, pagina 72), se obtiene una biopsia
renal que se congelara rapidamente a —170°C en nitrogeno liquido con el fin de detener el
rapido proceso de degradaciéon del ATP. Seguidamente, se guarda en un tubo de Nunc® de 3
ml dentro de una nevera portatii de nitrdgeno liquido para su traslado y posterior

almacenamiento en un container grande.

Estudio histolégico

La lesion renal es evidenciable desde el punto de vista histol6gico como degeneracién

y/o necrosis. Las biopsias en cufla que se obtienen del rifiobn a lo largo del proceso
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experimental se guardan en un tubo Eppendorf® que contiene formol al 10% para su examen

histolégico al microscopio 6ptico.

Flujos arteriales y venosos

Tras finalizar las anastomosis vasculares y habiendo despinzado los vasos se toman los
flujos arteriales y venosos renales a tiempo: cero, 5 y 10 minutos tras despinzamiento. La
determinacion del flujo de la arteria renal se tomara como un indice de las resistencias
vasculares dentro del rifion trasplantado; ésta se llevard a cabo mediante un flujometro
electromagnético Transonic® de 3y 5 mm (36), inmediatamente tras la reperfusion sanguinea,

a los 5 minutos de la reperfusion y a los 10 minutos de la reperfusion.

6. Métodos analiticos y procesamiento de muestras

Todas la muestras de plasma y de tejido renal se remitieron a los laboratorios de
Bioquimica, Anatomia Patoldgica y Hormonal del Hospital Clinic de Barcelona para que fuesen
procesadas. La extraccién, procesamiento, y financiacién del TGF-betal mMRNA estuvieron a
cargo de los siguientes servicios; laboratorio Hormonal (biélogos moleculares, Sr. Sergio Lario
y Sra. Médnica Bescés), Unidad de Trasplante Renal Hospital Clinic de Barcelona (Dr. Josep M

Campistol) y Servicio de Nefrologia Hospital Clinico de Zaragoza (Dr. Pablo J Ifigo).

Pruebas bioquimicas

La determinacion de la creatinina sérica se realizé mediante la reaccion cinética
tamponada de Jaffé sin desproteinizacion en un analizador Cobas Mira® S (Roche). El
principio de este método se basa en que, en medio alcalino, la creatinina forma con el acido
picrico un complejo de color amarillo rojizo. La intensidad del color es directamente
proporcional a la concentracion de creatinina y se determina fotométricamente a 500 nm. La

imprecision del método para la creatinina sérica se determiné en dos sueros control comercial
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(Precinorm y Precipath, Roche) a dos niveles de concentracién. La imprecision intraserie fue

del 1%y la interserie del 1,7% a los dos niveles.

Determinacion de la expresion de TGF-B1 Y 18s rRNA

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

Se disefi6 un estandar interno heter6logo 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 EcoRIl y BamHI para su posterior clonaje. ElI EI-MIMIC se realiz6 utilizando una
modificacion de la metodologia PCR MIMICS (Siebert el al.). Tanto los cebadores simples
como los compuestos fueron disefiados 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 amplicbn como substrato, se obtuvo el producto final que contenia el
DNA espaciador A, las secuencias para TGF-B1, las secuencias GAPDH y las dianas de
restriccion para EcoRIl y BamHI (figura 7A, pagina 110). El producto de PCR asi obtenido y el
vector de clonaje pGEM-3Z fueron sometidos a una digestion doble con EcoRI y BamHI
(Promega). Las digestiones fueron purificadas y ligadas con T4 DNA ligasa. La transformacion
se realizé en células competentes E.coli-JM109. Las bacterias transformadas se seleccionaron
por screening en presencia de ampicilina-tetraciclina y X-Gal/lPTG (figura 7B, pagina 110)
(PGEM Vector System; Promega). Las colonias que presentaron el pldsmido 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 (ABlI PRISM Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit; Perkin Elmer®) y cuantificado por espectrofotometria
ultravioleta a 260nm (Kontron Instruments). Tras determinar el intervalo de expresion de TGF-
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B1 en rifidn de cerdo se realizaron diluciones seriadas del EI-MIMIC que se alicuotaron a -20°C

354

hasta su uso en la PCR cuantitativa ) =" (figura 7C, pagina 110).

Figuras 7A, 7B y 7C: Procesos de generacion del estandar interno de DNA heterélogo.
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6.2.2. Aislamiento del RNA total:

Las biopsias renales obtenidas durante la cirugia fueron inmediatamente congeladas y
almacenadas en nitr6geno liquido. EI RNA total (RNAt) fue aislado por el método del
guanidinio-isotiocianato tal y como lo describe (Chirwin et al.) Las biopsias renales corticales
fueron homogeneizadas en una solucidon que contiene guanidinio-isotiocianato 4.0M y 2-
mercaptoethanol 0.14M con Polytron® (Kinematica). EI homogenado obtenido se dispensé
sobre una solucién 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 sodico 3.0M y etanol
absoluto, lavado con etanol 70% (v/v) y resuspendido de nuevo en H20-DEPC. La
cuantificacién y pureza del RNAt se realizd por espectrofotometria ultravioleta a 260-280nm y
la integridad se valord por visualizacion de los RNA ribosémicos (rRNA) 18S y 28S en gel de
agarosa desnaturalizante al 1% (figura 8, pagina 115). EI RNAt fue congelado y almacenado a

-80°C hasta su uso en la retrotranscripcion **°.

6.2.3. Retrotranscripcion (RT)

4 ug de RNALt se retrotranscribieron a cDNA en una reaccion que contenia RT buffer 1X
(50mM Tris-HCI, 50mM KCI, 10mM MgCI2, 0.5mM espermidina, 1.0mM DTT)(Promega),
500ug/ml de ramdom primers (Promega), 1.0mM 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 desnaturalizé 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
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gendmico en el RNAt (AMV-) y el segundo controla la posible contaminacion de amplicones en
los reactivos de la retrotranscripcién (RNA-). Las RTs se mantuvieron a 4°C hasta su uso por
no mas de 24h. Previa a la reaccién encadenada de la polimerasa (PCR) cuantitativa las RT y

sus respectivos controles fueron diluidos en ¥ en H20 3%°,

PCR cuantitativa para TGF-1

Para cada una de las 5 retrotranscripciones (RT) de cada animal se realiz6 una PCR

cuantitativa compuesta por un total de 12 reacciones:

e 7 diluciones de EI-MIMIC que comprendian el intervalo desde 1.0x10° a 1.4x10? moléculas

por tubo.

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

MIMIC+)

e 3 controles negativos: el control de gendmico (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), 2.0mM 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), 0.9mM MgCI2 y 0.5U Tag DNA polimerasa (Ecogen). Las reacciones que
formaban parte de la curva estandar de la PCR cuantitativa contenian 32ul de la mezcla de
reaccion, 4ul de EI-MIMIC y 4ul de cDNA (diluido %). 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 desnaturalizacion a 94°C 30",

annealing a 57°C 30" y extensiéon a 72°C 30". Se incluyd una extension final de 72°C 5'.
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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. EI competidor
MIMIC presenta un tamafio de 196pb, mientras que el cDNA para TGF-B1 rinde una banda de
339pb. Los geles fueron fotografiados con el sistema Kodak DC120 Digital Access® y las
intensidades cuantificadas por densitometria mediante el programa Phoretix-1D® (Nonlinear
Dynamics). Un experimento representativo de la cuantificacion de TGF-B1 se muestra en las

(figura 8B, pagina 115). Los controles negativos se muestran en la (figura 8C, pagina 115) **.

El cociente entre las densidades corregidas por tamafios de EI-MIMIC y cDNA (factor
de correccién: EI-MIMICx1.73) se representaron en funcién de la cantidad inicial de EI-MIMIC
presente en cada reaccion y sometida a regresion lineal por medio de 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-f1/ug
de RNAt (figura 8B, paginall5). Antes de normalizar los resultados con logaritmo natural (ver
ANALISIS ESTADISTICO), el coeficiente de variacion intraensayo (%CVi) para la suma de RT,
PCR cuantitativa y densitometria fue del 21.2% (n=8), tras la normalizacion el %CVi se fijo en

2.8%.

Amplificacion de 18S rRNA como housekeeping

En este estudio se decidio sustituir el gen housekeeping GAPDH presente en el El-
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 et al.) 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 rifidn durante el transplante.
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 cortado para obtener los distintos rRNA) 3.
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Se diseflaron unos cebadores especificos para 18S rRNA: (N° Acceso: AF179868,
AF102857): sentido 5 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 KCI; Ecogen), 2.0mM dNTPs
(Boehringer Mannheim), 0.5uM de cebadores, 2.0mM MgCI2 y 0.5U Tag DNA polimerasa
(Ecogen). El cDNA se diluyé 1/40 y 4.0ul fueron sometidos a 22 ciclos de amplificacion bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C 5 y 35 ciclos de PCR compuestos por
desnaturalizacion a 94°C 30", annealing a 60°C 30" y extensién 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 8D pagina 115). Las imagenes fueron adquiridas y tratadas como en el caso de TGF-
B1l. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias de densitometria (UAD). El %CVi

para la suma de la RT, PCR semicuantitativa y densitometria fue del 4.4% (n=7).
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Figura 8A: Aislamiento de RNA total
Figura 8B y 8C: PCR cuantitativa para TGF-betal

Figura 8D: Amplificacion del 18S rRNA como housekeeping.
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Método analitico para la determinacion de marcadores endoteliales.

Oxido Nitrico (NO)

Es una modificacion de la técnica **° de la determinacion fluorimétrica de nitritos. Se
basa en la reaccion del 2,3-Diaminonaftaleno con los nitritos que en condiciones &cidas da
lugar al compuesto fluorescente 1-(H)- naphtotriazole. Es necesaria la filtracion previa en
columna Ultrafree® MC, (UFC4 LGC, Millipore Corp, Bedford Ma) para evitar interferencias de
componentes del suero. Se trata de una técnica de desarrollo propio del Hospital Clinico. Los

l[imites de deteccién abarcan: 0.01 nmol/ml =50 nmol/ml.

Posibles interferencias:
- Quimicas : hemoglobina, proteinas séricas, rojo fenol. Se debe prestrar atencion a la posible
contaminacién de nitratos en los reactivos (incluso agua bidestilada)

- Medicamentosas: nitrovasodilatadores.

Endotelina 1 (ET-1)

La concentracién plasmatica de endotelina se determina *’ . por radioinmunoensayo
(RIA) previa extraccion del péptido en cartuchos de Sep-Pak® C18 (Waters Associates,
Mildford, MA, USA). Las muestras plasmaticas (2ml) se acidifican con acido acético (4%, 3 ml)
y se aplican a los cartuchos preactivados con metanol (5ml) y acido acético (5ml, 4%).
Recogemos el eluato y se aplica a la columna de nuevo. A continuacion, se procede al lavado
del cartucho con agua bidestilada (3ml) y etanol (25%, 3ml). La endotelina inmunoreactiva se
eluye (2ml) con acido acético (4%) y etanol (86%). El eluato se concentra mediante Speed

Vac® y la concentracion del péptido en el extracto se determina por RIA.

La marca del aparato es: Nichols Institute Diagnostics® B.V. El origen: Wijchen, The

Netherlands. El limite de deteccidn es de 1 pg/ml. El coeficiente de variacidén intraensayo es
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de 8%, el coeficiente de variacion interensayo es del 13%. El rango de los valores es de 2-5

pg/ml.

e 6-keto-PGFlay TXA A2

Tanto el TXA B2 como la 6-Keto-PGFla se extraen del plasma mediante columnas de
Sep-Pak® (Waters Associates, ODS C-18) y se determinan *****° por enzimoinmunoensayo
(Amersham Int., Buckingamshire, UK). Una vez acidificado el plasma (1ml) con acido acético,
la muestra se aplica a los cartuchos preactivados con etanol y agua destilada. Los cartuchos
se lavan con agua destilada y éter de petréleo, el Tromboxano A2 o la PGI2 se diluyen con 4
ml de formiato de metilo. La concentracion de ambos en el concentrado del eluato se
determina por EIA. El limite de deteccion es de 0,5/pozo. El coeficiente de variacion

intraensayo es de 9% y el interensayo es del 17%. Los resultados se expresan en pg/ml.

Posibles interferencias:
- Quimicas: paraaminohipurato

- Medicamentosas: inhibidores de la ciclooxigenasa y para la prostaglandina también los

antiinflamatorios no esteroideos.

Método analitico para la determinacion de nucle6tidos de la adenina y sus

derivados metabélicos

La concentracion de ATP y de los nucledtidos derivados de su degradacion metabdlica

se han determinado, en el tejido renal, por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) 3.

Se ha elegido este método por considerar que se trata de una técnica de mayor
sensibilidad que los métodos enzimaticos, y solo requiere pequefias muestras de tejido para

su cuantificacion.
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e “Procesamiento”

A las muestras de tejido renal se les afiadié acido perclérico (1 ml, 0,6 N) a una
temperatura de 4 ° C con la finalidad de homogeneizar y separar los compuestos de interés de
la matriz proteica. Posteriormente, las biopsias fueron homogenizadas con un sistema
Polytron® 10 ST durante 3 x 10 segundos manteniendo el medio a 4°C mediante inmersion de
las muestras en bafio de hielo. Tras centrifugacién a 13000 rpm durante 5 minutos
manteniendo la temperatura, el sobrenadante obtenido (0,5 ml) fue neutralizado con carbonato
potasico al 9% hasta obtener un pH 7 (0,3 ml). Una vez transcurridos 15 minutos, se realizé

una segunda centrifugacién en frio para separar el precipitado del perclorato potasico formado.

El extracto neutralizado obtenido fue diluido a la mitad con tampén de
dihidrogenofosfato de amonio 0,10 M (fase movil), e inyectado para su andlisis en el sistema

cromatogréfico.

e “Analisis cualitativo y cuantitativo por cromatografia en fase reversa”

La determinacion de las concentraciones de los nucleétidos y sus derivados se realizo
mediante HPLC en columna de fase reversa de 20 cm de longitud y 0,4 cm de diametro interno

empaguetadas con Nucleosil C.18, de 5 micrometros de diametro de particula.

Para la fase movil se utilizé un tampon dihidrogenofosfato de amonio 0,10 M preparado
a partir de 6,7 ml de acido fosférico (PO4H3) al 85 % por litro y amoniaco (NH4) al 25% hasta

alcanzar un pH 6. El flujo se mantuvo a 1 ml/min.

Una vez obtenidos los cromatogramas, se identificaron los metabolitos de las muestras
en estudio, mediante la comparacion de los tiempos de retencidon en la columna con los
tiempos obtenidos de una mezcla de estandares de ATP, ADP, AMP, hipoxantina y xantina de

concentracion conocida.
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Las concentraciones de las sustancias en estudio (expresadas en pmol/ml de
extracto), se obtuvieron por extrapolacion de las areas del cromatograma sobre rectas de

calibracion construidas a partir de cinco concentraciones distintas de estandares.

A partir del valor de las concentraciones de nucleotidos en las biopsias se calcula para
cada muestra de tejido renal la proporcién sobre el basal de cada nucleétido y derivados (ATP
+ ADP + AMP + Hipoxantina + Xantina) en cada fase del estudio y la carga energética de
adenilatos (CE). Para esta ultima, se ha empleado la siguiente férmula de Atkinson descrita

en la literatura 3%

CE = (ATP + 1/2 ADP) / (ATP + ADP + AMP)

Muestras histolégicas

e “Procesamiento de las muestras”

Se obtuvieron muestras en cada una de las etapas del estudio citadas:

Basal (B) y 5° dia (5D).

El examen anatomopatolégico se realizd con el microscopio 6ptico. EI material para
microscopia 6ptica fue fijado en una solucion de formol al 10% e incluido en parafina. La
inclusion se realizdé con un procesador de tejido Citadel 2000® de (Shandon). EIl punto de

fusion de la parafina utilizada fue de 58°-60°C.

Los bloques de tejido parafinado fueron cortados con un microtomo de rotacion de
Reichert-Jung 2035® hasta obtener cortes de tejido con un espesor aproximado de 3 micras.

Estos cortes fueron desparafinados y tefiidos con Hematoxilina-Eosina.
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e “Valoracién anatomopatoldégica de las muestras”

Para clasificar los rifiones en viables y no viables se siguié el criterio
anatomopatol6gico en la muestra histolégica tomada al 5° dia. Se defini6 como Rifibn no
viable aquel que presentaba necrosis cortical. Esto se compar6 con la evolucién clinica del
animal y la existencia o no de diuresis (habiamos observado orinar al cerdo y/o presentaba

orina al 5D en pelvis renal).

A continuacidon se exponen los criterios anatomopatologicos tedricos que se han
seguido para clasificar el grado de las lesiones a nivel de las diferentes células de la nefrona y
vasos, detectadas en las muestras de biopsias renales obtenidas en los diferentes tiempos

evolutivos.

“Valoracion de la necrosis”:

se realiz6 de modo cualitativo. La necrosis cortical fue valorada como presente o
ausente y en los casos en que se observd necrosis cortical parcial se describidé el porcentaje
de area afectada respecto al total de la muestra estudiada. Muestra una afectacion difusa de
todos los componentes de la corteza renal. Los cambios tipicos de necrosis consisten,
basicamente, en una marcada eosinofilia celular global con preservacion de los limites

celulares.

La necrosis tubular aguda fue valorada en 4 grados (0: ausente, 1: leve, 2:
moderada, 3: severa) en funcion de la extension y severidad de las lesiones observadas en el
examen histolégico de las muestras. Resultd dificultosa de evaluar en los casos en gque se
observé algun signo de rechazo. Se manifiesta caracteristicamente por un edema en la regién
intersticial acompafiado de un escaso infiltrado inflamatorio que no afecta a las células
tubulares. Frecuentemente, los tibulos muestran lesiones leves y focales que consisten en

dilatacion de la luz tubular y adelgazamiento del citoplasma de las células epiteliales tubulares.
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El borde luminal “en cepillo” de las células tubulares se halla alterado, estando parcial o
totalmente ausente. También puede observarse ruptura de la membrana basal y fenémenos
de apoptosis (visibles en la microscopia éptica) en multiples puntos de la nefrona. A diferencia
de la necrosis cortical, no se observa afectacion de los glomérulos y vasos, aunque
ocasionalmente se evidencian trombos de fibrina en los vasos intraglomerulares. En
ocasiones, se pueden apreciar fenomenos de regeneracion tubular con aumento del tamafio

nuclear y presencia de nucleolo evidente.

“Valoracion del rechazo”:

se realizd6 segun los criterios de Banff correspondientes a la revision de 1997 3%

(tablas 3,4,5y 6):

Criterios cuantitativos para:

Tabla 3: criterio para el analisis de la Tubulitis

Tubulitis (“T")

TO No células mononucleadas en los tibulos

T1 Focos con 1 a 4 células/ seccion tubular o 10 células tubulares

T2 Focos con 5 a 10 células/seccién tubular

T3 |Focos con >10 células/seccion tubular, o presencia de al menos 2 areas
de membrana basal destruida acompafada por inflamacion i2/i3 y t2

tubulitis en otra parte de la biopsia

Tabla 4: criterio para el analisis de la Inflamacion intersticial
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Inflamacién Intersticial por mononucleares (“i")

10 Inflamacion inexistente o trivial (<10% del parénquima afecto)
11 10 al 25% de células inflamatorias en el parénquima

12 26 al 50% del parénquima inflamado

13 >50% del parénquima inflamado

Indica la presencia de un nimero remarcable de eosindfilos, polimorfonucleares

ylo células plasmaticas.

Tabla 5: criterio para el andlisis de la Glomerulitis

Glomerulitis temprana del injerto (*g”)

GO | No glomerulitis

G1 |Glomerulitis en la minoria de glomérulos

G2 | Glomerulitis segmental o global (25-75% de glomérulos)
G3 | Glomerulitis global en todos o casi todos los glomérulos

Tabla 6: criterio para el analisis de la Arteritis intimal

Arteritis intimal (V")

VO | No arteritis

V1 | Arteritis intimal media-moderada en, al menos, una seccién arterial

V2 | Arteritis intimal severa con pérdida, como minimdel 25% del area luminal
de al menos una seccién arterial transversa

V3 | Cambio fibrinoide arterial y/o arteritis transmural con necrosis del musculo

liso de la media
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“Valoracion de otras lesiones observadas” en algunas muestras se observaron

evidentes lesiones de pielonefritis aguda. Ello dificult6 la evaluacion de las lesiones propias del
dafio por isquemia-reperfusion. En los casos en que la muestra se tomo en el animal muerto,

se observo autolisis.

7. METODO DE ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS 363366,

Se presentaran los resultados de los cuarenta casos estudiados divididos en: los
resultados descriptivos, los resultados analiticos, la evolucion temporal de las variables en
funcion de los grupos, las correlaciones entre los marcadores, el estudio de viabilidad de
manera univariante y finalmente un modelo prondstico y predictivo de la viabilidad con los

marcadores estudiados.

Para el andlisis descriptivo de la muestra, las variables cuantitativas, los marcadores
en todas sus fases, se expresaron con la media, desviacion tipica, minimo y maximo. Las

variables cualitativas se expresaron con el nimero de casos y su porcentaje.

Se realizd la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, de los marcadores
continuos para evaluar si cumplian las condiciones de aplicabilidad de las pruebas
paramétricas posteriores. Después de rechazada la hipétesis nula de normalidad en ADP, NO
y PGlI,, estos fueron normalizados utilizando la transformacién logaritmica. Aunque el modelo
Lineal General empleado ya lo contempla también se estudié la homogeneidad de los

parametros basales entre los grupos de estudio mediante un ANOVA (andlisis de la varianza).

e Bajo el primer objetivo, en el estudio del TGF-beta y los demas marcadores durante las
fases del estudio en funcion de los grupos de isquemia progresiva y control se procedié

con un analisis de la variancia (ANOVA) proporcionado por el Modelo lineal General de
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medidas repetidas. Este modelo contrasta los efectos tanto de los factores inter-sujetos

(Grupos), intra-sujetos (Fases) como la interaccion (Grupos x Fases);

a) Evolucién de la variable en general a través de las fases del estudio; Intrasujetos
b) Evolucién de la variable en funcién del grupo a través de las fases. Interaccion.

¢) Grupos de estudio: Control, 30, 45 y 90 minutos de isquemia; Intersujetos

El estudio del comportamiento de las sustancias vasoactivas (ET-1, TXA,, PGIl,, NO), se
analizé por separado para los animales donantes (fases B y IC) y para los animales receptores
(fases IF, IR y 5D) dado que las muestras eran de dos 6rganos totalmente independientes por

la caracteristica de la liberacién sanguinea de las sustancias aqui estudiadas.

e En el estudié bivariante de viabilidad (S/N) se utiliz6 la prueba ANOVA de un factor
(andlogo al Test de la T-d'student ) para la comparacion de los marcadores (variables
continuas) entre los dos grupos. Y para evaluar la existencia de asociacién entre los
Grupos y el hecho de ser viable el 6rgano o no, se utilizé la prueba exacta de Fisher

dado que los datos no cumplian las condiciones de aplicabilidad de la Chi-cuadrado.

e Un analisis de correlacion bivariante entre todas las variables cuantitativas entre si
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson sirvio para se determinar que
marcadores estaban correlacionados y su significacion estadistica de manera general, por

fases y por grupos de estudio.

o El estudio de viabilidad a nivel multivariante se realiz6 mediante un modelo de regresion

Logistica. La construccion de un modelo predictivo y pronostico permitié analizar que

marcadores eran determinantes en la fase I-R para la viabilidad del érgano.
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La introduccién de datos se realizé mediante la Hoja de datos Excel® 7,0 y Windows®
98 y los célculos estadisticos se realizaron mediante el paquete estadistico SPSS® 10,0 para

Windows® 98.

Se tomo6 como significacion estadistica p< 0,05.
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RESULTADOS

1. Resultados descriptivos

1.1. Variables cualitativas

Se estudiaron aisladamente las variables categéricas o cualitativas con el objetivo de
describir sus distribuciones de frecuencia, de observar la histologia al quinto dia, de identificar

como se relacionaba la viabilidad con el tiempo de isquemia.

Distribucion de frecuencias de las variables cualitativas

Se observd en la distribucién de frecuencias de los animales estudiados segun las
variables cualitativas del estudio: tiempo de isquemia caliente, viabilidad, uso de CsA, histologia al
quinto dia. Los cuarenta casos estudiados fueron validos para el andlisis estadistico, no hubo

casos perdidos.

Distribucion de frecuencia segln los tiempos de isquemia

En lo concerniente a la distribucion de las frecuencias de los casos validos para los grupos
estudiados —control y tiempos de isquemia progresivos 30, 45 y 90 minutos, se observa una

distribucién uniforme y constante de diez animales en cada grupo de estudio.

Distribucion de frecuencia segun la viabilidad de los 6rganos

En lo concerniente a la viabilidad de los érganos estudiados, se observé que a los cinco
dias del trasplante, la viabilidad obtenida con los diferentes grupos de estudio sumados

conllevaba una viabilidad general del 80%, que queda reflejada en la tabla 7.
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La viabilidad de los 6rganos a los cinco dias del trasplante, segun los datos obtenidos en
los diferentes grupos de estudio y en funcion del tiempo de isquemia caliente (IC) de 30, 45y 90

minutos presentaron una viabilidad del 80% para los dos primeros, y del 60% para el dltimo.

Tabla 7- Distribucién de frecuencias de la viabilidad general del estudio

Viabilidad
Frecuencia Porcentaje
No 8 20.0
Si 32 80.0
Total 40 100.0

Distribucion de frecuencia segun el uso de la ciclosporina

Como se puede deducir de la observacion de las tablas 8 y 9, en el grupo de control
apenas se compararon animales con el uso de la ciclosporina A y sin él, ya que en todos los

grupos con isquemia caliente se mantuvo el uso de la CsA.

Tabla 8 — Distribucion de frecuencia del uso de la CsA en el grupo de control estudiado

Uso de Ciclosporina

Frecuencia Porcentaje
No 5 12.5
Si 35 87.5

Total 40 100.0

131



Resultados

Tabla 9 — Distribucién de frecuencia del uso de la CsA en el grupo de control y los grupos con

isquemia caliente progresiva

Uso de
Ciclosporina
No Si Total
Tiempode 0 Recuento 5 5 10
isquemia
30 Recuento 10 10
45 Recuento 10 10
90 Recuento 10 10
Total Recuento 5 35 40
12.5% 87.5% 100.0%

Anatomia patoldgica

Muestra basal

Los cambios encontrados en las muestras intraoperatorias (basal) no fueron destacables.
So6lo destacd la presencia de una vaculizacién citoplasmatica e edema celular en algunas
muestras aisladas que, en ocasiones, se produce durante el procesamiento histolégico habitual de

las muestras.

Muestra al quinto dia

Se dio una distribucién equitativa de lesiones histolégicas identificadas al quinto dia (tabla

10). Permanecia en estado normal (Normal) un 27,5% de los oOrganos; 12,5% presentaron

necrosis cortical total (NC), y el 60% restante de los érganos presentd necrosis tubular aguda

(NTA). Tres 6rganos presentaron concomitantemente NC 10% y NTA +++ (tabla 11) .
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Tabla 10 - Distribucién de frecuencia del diagnéstico histopatologico al quinto dia para todos los

casos estudiados

NECROSIS TUBULAR

Frecuencia Porcentaje
No 11 27.5
NTA + 15 375
NTA ++ 5 12.5
NTA+++ 4 10.0
NC 5 125
Total 40 100.0

Una vez distribuidos el grupo de control y los grupos de isquemia, no se observaron
variaciones significativas para el diagnéstico histopatologico al quinto dia (tabla 10). Tres 6rganos
presentaron concomitantemente NC 10% y NTA+++, uno en el grupo de 30 minutos de isquemia y

dos en el grupo de 90 minutos de isquemia (tabla 11).

Tabla 11 — Distribucion de frecuencia del diagndstico histopatolégico al quinto dia segun el grupo

control y los grupos de isquemia

NECROSIS TUBULAR

Normal NTA+ NTA ++ NTA+++ NC Total

Tiempode O 5 5 10
isquemia 30 3 3 2 1 1 10
45 2 5 1 2 10
920 1 2 2 2 10
Total 11 15 4 5 40

La distribucién de la necrosis cortical fue de dos érganos para cada grupo de 30 y 60
minutos, y cuatro para el grupo de 90 minutos de isquemia (tabla 12). Tres 6rganos presentaron
concomitantemente NC 10% y NTA+++, uno en el grupo de 30 minutos de isquemia y dos en el
grupo de 90 minutos de isquemia (tabla 13). Las variaciones no fueron significativas.
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Grupo de control

No se observaron cambios de necrosis cortical en ninguno de los animales del grupo
(n=10). S6lo destacaron dos casos de necrosis tubular aguda leve (NTA +) (fotografia 13,
pagina 136). Se observaron signos leves de tubulitis en tres animales (fotografia 14,

pagina 136). Un animal presento signos de rechazo vascular.

Grupo de 30 minutos de isquemia

Se observo necrosis cortical en dos animales; en uno de ellos, con afectacion del 10% y en
el otro, del 100% de la muestra. Cinco animales presentaron NTA: dos moderada, 3 leve.
Tres animales presentaron histologia normal. Los cambios en tubulos, glomérulos e
intersticios fueron leves. Se evidenciaron dos casos de rechazo vascular (fotografia 15,

pagina 137).

Grupo de 45 minutos de isquemia

Dos animales presentaron necrosis cortical. Seis animales presentaron NTA, cinco leve y
uno grave (fotografia 16, pagina 137). Dos animales presentaron histologia normal. Los
cambios en tdbulos, glomérulos e intersticios fueron leves. No se evidencié rechazo

vascular.

Grupo de 90 minutos de isquemia

En este grupo se evidenciaron los cambios més destacables. Se observo necrosis cortical

en cuatro animales, aunque sdélo en dos fue del 100% (fotografia 17, pagina 138). En los
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otros dos casos fue parcial y se acompafiaba de NTA muy marcada. Unicamente un caso
no evidencido cambios de NTA. La afectacion intersticial y tubulitis fueron moderadas o

graves. No se evidencid lesion glomerular ni rechazo vascular.

Tabla 12 — Distribucién de frecuencia del diagnostico de necrosis cortical segun los grupos de

estudio
Necrosis cortical
0 No 1 Si Total

Tiempo de 0 Recuento 10 10
Isquemia Porcentaje 100.0% 100.0%
30 Recuento 8 2 10

Porcentaje 80.0% 20.0% 100.0%

45 Recuento 8 2 10

Porcentaje 80.0% 20.0% 100.0%

90 Recuento 6 4 10

Porcentaje 60.0% 40.0% 100.0%

Total Recuento 32 8 40
Porcentaje 80.0% 20.0% 100.0%

Tabla 13 — Distribucién de frecuencia de los cuarenta casos estudiados segun la NC, la NTA, la

histologia normal

Recuento
Necrosis
cortical
0 No 1Si Total
Necrosis Normal 11 11
Tubular
NTA + 15 15
NTA ++ 5 5
NTA+++ 1 3 4
NC 5 5
Total 32 8 40
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Fotografia 13. Necrosis tubular aguda. Hematoxilina-eosina 200x

Fotografia 14. Tubulitis leve. Infiltracién de un tabulo por linfocitos. Hematoxilina-eosina 400x
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Fotografia 15. Rechazo vascular leve. Arteria con infiltracion de linfocitos. Hematoxilina-

eosina 400x

Fotografia 16. Tubulitis severa. Los tlbulos han desaparecido debido a la inflamacion masiva

por linfocitos. Hematoxilina-eosina 400x
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Fotografia 17. Necrosis cortical. Hematoxilina-eosina 400x

Viabilidad segln los grupos de estudio

La viabilidad de los 6rganos fue analizada para los cuatro grupos estudiados, presentando

un resultado estadisticamente significativo (p=0,011). De manera que a mayor tiempo de

isquemia, menor viabilidad, segun los datos obtenidos en los cuatro grupos (tabla 14).

Tabla 14 — Viabilidad por grupos de estudio

Viabilidad
No Si Total
Tiempo de 0 10 10
isquemia 30 2 10
45 2 10
90 4 10
Total 8 32 40
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1.2. VARIABLES CUANTITATIVAS

Se estudiaron de forma aislada las variables cuantitativas o continuas con el objetivo de
describirlas, y determinar si seguian una distribucién normal, conocer las medias, desviaciones
estandar, valores minimos y maximos y de indicar como se distribuyeron segun el tiempo de

isquemia.

Las variables cuantitativas analizadas en los animales estudiados fueron: la creatinina, el
TGF-betal, el 18S, el flujo arterial, las sustancias vasoactivas, la ET-1, el TXA,, la PGl,, el NO, la
carga energética, el ATP, ADP, y AMP. Los cuarenta casos estudiados resultaron validos para el
analisis estadistico, pero se descartaron los casos no viables para el analisis conjunto de todos los

datos.

Distribuciéon normal de las variables cuantitativas estudiadas

Para comprobar que los marcadores (variables) seguian una distribuciéon normal, se aplic
la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, de la que se pudo concluir que las variables

cumplieron una distribuciéon normal, a excepcion del ADP, del NO y de la PGl,.

Para normalizar los datos que no describieron una distribucion normal, que fueron el ADP,
el NO y la PGl,, se aplico la funcién logaritmo neperiano (LN). Acto seguido, se aplicé una nueva
prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, de la que se pudo concluir que las variables, una
vez tratadas con el LN, cumplieron una distribucién normal. Asi, se pudo aplicar a todas las

variables las pruebas preceptivas.

Descriptivo de las variables segln el tiempo de isquemia
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Una vez tratadas las variables o marcadores, se distribuyeron segun el grupo de control y
los grupos de isquemia caliente progresiva de 30, 45, 90 minutos (tablas 15, 16, 17 y 18

respectivamente).

140



Resultados

Tabla 15 — Descriptivo de las variables con tiempo de isquemia = 00

Estadisticos descriptivos?@

N Minimo  Méximo Media Desv. tip.
Flujo basal arterial 10 70.00 170.00 97.5000 30.8374
Flujo arterial medio 10 43.00 141.33 92.3000 29.5653
Flujo venoso medio 10 43.33 200.00 116.1000 41.9994
Creatinina Basal 10 1.10 2.10 1.5800 .3425
Creatinina IC 10 .70 1.70 1.3100 .2923
Creat. IF 10 1.40 1.90 1.6800 1751
Creat. 1° Dia 10 1.50 2.90 2.5100 4533
Creat. 3° Dia 10 1.70 10.20 4.6200 3.5894
Creat. 5° Dia 10 2.00 12.50 5.3400 4.2592
Carga Energética basal 10 .20 .38 2739  5.891E-02
ATP Basal 10 .08 .24 .1420 5.525E-02
ADP Basal 10 .08 .24 .1798 5.777E-02
AMP Basal 10 .32 .63 .5135 9.462E-02
Carga Energética IC 0
ATP IC 0
ADP IC 0
AMP IC 0
Carga Energética IF 10 .10 .30 2015  8.390E-02
ATP IF 10 .02 .18 9.490E-02 6.376E-02
ADP IF 10 .02 A1 6.350E-02 3.015E-02
AMP IF 10 .37 .75 .4830 .1086
Carga Energética I/IR 10 .10 44 .2968 1101
ATP I/IR 10 .04 .27 .1560 7.803E-02
ADP I/IR 10 .10 .25 1716 4.554E-02
AMP /R 10 .37 .76 4855 1214
Carga Energética 5° Dia 10 .21 .53 .3544 1115
ATP 5° Dia 10 .10 .36 .2076 9.054E-02
ADP 5° Dia 10 .10 .30 .2203 6.525E-02
AMP 5° Dia 10 .30 .59 4569 .1056
N vélido (segun lista) 0

a. Tiempo de isquemia = 0

Las variables tomadas en la fase IC no existieron en el grupo sin isquemia.
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Tabla 15 — Descriptivo de las variables con tiempo de isquemia = 00

Estadisticos descriptivos?2

N Minimo Maximo Media Desv. tip.

ET-1 Basal 10 3.20 9.20 4.8700 1.6991
NOX Basal 10 22.80 201.00 84.0700 54.5290
TBX2 Basall 10 47.00 1210.00 429.3000 323.6902
Prostaciclina Basal 10 30.00 360.00 225.0000 121.4651
ET-1 IC 0

NOX IC 0

TBX2 IC 0

Prostaciclina IC 0

Endotelina-1 IF 10 3.99 8.60 5.4190 1.4939
Nitritos/nitratos IF 10 47.00 569.00 118.8100 158.9541
Tromboxano IF 10 109.00 4955.00 1008.0000 1455.3007
Prostaciclina IF 10 59.00 238.00 189.9000 50.5886
ET-1 IIR 10 4.30 11.60 7.3600 2.0277
NOX I/IR 10 42.00 561.00 121.0900 156.1400
TBX2 I/IR 10 109.00 1824.00 604.7000 594.7042
Prostaciclina I/R 10 62.00 1261.00 442.1000 375.2802
ET-1 5°Dia 10 3.30 10.30 6.5600 2.2979
NOX 5° Dia 10 48.70 205.00 114.8700 55.7978
TBX2 5° Dia 10 109.00 1488.00 858.1000 544.1073
Prostaciclina 5°Dia 10 47.00 1828.00 344.5000 523.6246
Mol. del TGF Basal 10 774.00 6545.00 3366.7000 1882.6932
Mol. del 18S Basal 10 .81 1.52 1.0350 .2104
Mol. TGF IC 0

Mol. 18S IC 0

Mol. TGF IF 10  1227.00 22180.00 9002.5000 6916.3128
Mol. 18S IF 10 .89 1.44 1.1710 .1959
Mol. TGF I/IR 10 807.00 18922.00 5908.0000 5043.8442
Mol. 18S I/R 10 .81 1.43 1.0480 .2083
Mol. TGF 5° Dia 10 2944.00 117211.00 54553.2000 39667.2243
Mol. 18S 5° Dia 10 71 1.55 1.1170 2912
N vélido (segun lista) 0

a. Tiempo de isquemia = 0

Las variables tomadas en la fase IC no existieron en el grupo sin isquemia.
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Tabla 16 — Descriptivo de las variables con tiempo de isquemia = 30

Estadisticos descriptivos?@

N Minimo Méaximo Media Desv. tip.

Flujo basal arterial 9 60.00 230.00 105.3333 52.1632
Flujo arterial medio 10 37.00 120.67 70.4333 22.7108
Flujo venoso medio 10 25.67 84.00 48.1667 16.9380
Creatinina Basal 10 1.20 2.20 1.5000 .2828
Creatinina IC 10 1.00 1.70 1.4000 .2357
Creat. IF 10 1.30 2.40 1.7100 3178
Creat. 1° Dia 10 2.40 5.80 4.6500 .9253
Creat. 3° Dia 10 2.70 12.10 7.9200 3.0742
Creat. 5° Dia 9 2.40 15.30 7.5000 4.5673
Carga Energética basal 10 13 .36 2746 7.107E-02
ATP Basal 10 .09 .22 .1566 4.023E-02
ADP Basal 10 .06 .25 1794 5.280E-02
AMP Basal 10 41 .76 .5678 .1097
Carga Energética IC 10 .125900 .384100 .19211000 7.2676031E-02
ATP IC 10 .050 .206 9.4800E-02 4.2697E-02
ADP IC 10 .046 .096 7.1100E-02 1.6292E-02
AMP IC 10 .355 .637 .52460 9.2170E-02
Carga Energética IF 10 .10 .31 .1943 6.319E-02
ATP IF 10 .02 .16 8.580E-02 4.611E-02
ADP IF 10 .05 .19 9.230E-02 5.434E-02
AMP IF 10 .34 .58 4581 6.317E-02
Carga Energética I/IR 10 .18 .39 2725 5.277E-02
ATP I/IR 10 .07 .16 .1346 2.845E-02
ADP I/IR 10 A1 .50 2141 .1168
AMP /R 10 .32 .63 .5420 8.721E-02
Carga Energética 5° Dia 9 .25 57 4212 .1027
ATP 5° Dia 9 .14 .36 .2524 7.635E-02
ADP 5° Dia 9 13 .25 .2011 3.236E-02
AMP 5° Dia 9 .23 .55 4054 .1077
N vélido (segun lista) 9

a. Tiempo de isquemia = 30
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Estadisticos descriptivos?2

Tabla 16 — Descriptivo de las variables con tiempo de isquemia = 30

N vélido (segun lista)

N Minimo Maximo Media Desv. tip.
ET-1 Basal 10 2.75 15.20 6.6150 3.3490
NOX Basal 10 24.00 99.00 66.2600 22.7491
TBX2 Basal 10 204.00 719.00 514.2000 160.8718
Prostaciclina Basal 10 101.00 1841.00 827.6000 630.8603
ET-1 IC 10 6.60 14.20 9.3500 2.5514
NOX IC 10 26.00 95.00 53.4500 20.3537
TBX2 IC 10 446 1204 696.20 256.07
Prostaciclina 1C 10 235 1821 1284.40 562.04
Endotelina-1 IF 10 3.70 9.60 5.9500 2.0051
Nitritos/nitratos IF 10 37.60 344.00 101.1020 88.8380
Tromboxano IF 10 82.60 1172.00 533.2600 320.5125
Prostaciclina IF 10 127.00 428.00 280.2000 91.5032
ET-1 IIR 10 4.10 11.75 7.5350 2.4120
NOX I/IR 10 44.00 221.00 81.0200 52.1025
TBX2 IIR 10 257.00 810.00 480.2000 175.1715
Prostaciclina I/R 10 278.00 404.00 334.3000 39.4688
ET-1 5°Dia 9 4.30 10.50 6.7778 1.8185
NOX 5° Dia 9 34.00 626.00 179.0556 213.7083
TBX2 5° Dia 9 187.00 710.00 493.5556 182.6541
Prostaciclina 5°Dia 9 115.00 1280.00 481.4444 390.9697
Mol. del TGF Basal 9  1073.00 27350.00 7172.1111 8860.7516
Mol. del 18S Basall 9 1.02 1.36 1.2233 9.772E-02
Mol. TGF IC 5 391 9571 3327.20 3962.25
Mol. 18S IC 5 1.090 1.320 1.16400  9.1815E-02
Mol. TGF IF 5 1273.00 7310.00 3580.4000 2846.2835
Mol. 18S IF 5 1.02 1.22 1.1420 7.823E-02
Mol. TGF I/R 5 457.00 3881.00 2175.2000 1210.6668
Mol. 18S I/R 5 1.22 1.26 1.2400 1.414E-02
Mol. TGF 5° Dia 9  2443.00 143208.00 30857.8889  44050.0991
Mol. 18S 5° Dia 9 1.06 1.29 1.1944 6.579E-02
5

a. Tiempo de isquemia = 30
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Tabla 17 — Descriptivo de las variables con tiempo de isquemia = 45

Estadisticos descriptivos?2

N Minimo Méaximo Media Desv. tip.

Flujo basal arterial 10 50.00 244.00 119.2000 61.8238
Flujo arterial medio 10 34.67 93.33 64.7000 19.7005
Flujo venoso medio 10 31.33 89.33 56.4333 19.8892
Creatinina Basal 10 1.20 1.90 1.5400 .2413
Creatinina IC 10 .90 1.70 1.3400 2797
Creat. IF 10 1.10 2.10 1.5800 .3190
Creat. 1° Dia 9 3.90 6.10 48111 9117
Creat. 3° Dia 10 4.70 12.70 8.9800 2.9683
Creat. 5° Dia 10 3.80 16.50 10.7300 4.9786
Carga Energética basal 10 .23 .68 .3658 .1233
ATP Basal 10 A1 .50 .2091 1128
ADP Basal 10 .16 .32 .2329 5.452E-02
AMP Basal 10 .16 .57 4425 1229
Carga Energética IC 10 .109900 .501400 .24685000 .10656338
ATP IC 10 .025 .278 8.3900E-02 7.2018E-02
ADP IC 10 .049 .340 11620 8.7738E-02
AMP IC 10 .276 .505 .36670 6.6593E-02
Carga Energética IF 10 A1 .26 1811 4.301E-02
ATP IF 10 .02 .09 4.880E-02 2.432E-02
ADP IF 10 .05 .14 8.160E-02 3.115E-02
AMP IF 10 .29 44 .3646 4.686E-02
Carga Energética I/IR 10 27 .39 .3275 3.735E-02
ATP I/IR 10 12 .26 1877 4.572E-02
ADP I/IR 10 .15 .30 .2135 4.787E-02
AMP /R 10 44 .60 4969 4.618E-02
Carga Energética 5° Dia 10 .14 77 4770 .1809
ATP 5° Dia 10 .02 .60 .2661 .1853
ADP 5° Dia 10 .08 .36 .2527 9.025E-02
AMP 5° Dia 10 .08 43 .2686 .1416
N vélido (segun lista) 9

a. Tiempo de isquemia = 45
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Estadisticos descriptivos?2

Tabla 17 — Descriptivo de las variables con tiempo de isquemia = 45

N Minimo Maximo Media Desv. tip.

ET-1 Basal 10 3.90 17.80 7.9600 3.7863
NOX Basal 10 37.00 466.00 191.8200 148.3360
TBX2 Basall 10 36.00 763.00 365.3000 269.5824
Prostaciclina Basal 10 23.00 1390.00 434.2000 471.7054
ET-1 IC 10 5.00 27.00 15.0100 6.3844
NOX IC 10 17.00 266.00 132.5400 94.8486
TBX2 IC 10 83 1521 642.20 581.64
Prostaciclina 1C 10 84 2079 792.10 715.28
Endotelina-1 IF 10 4.00 24.50 7.5900 6.0521
Nitritos/nitratos IF 10 50.00 396.00 120.3600 113.0310
Tromboxano IF 10 34.00 2333.00 573.3000 703.7763
Prostaciclina IF 10 21.00 569.00 203.0000 184.2179
ET-1 IIR 10 4.90 22.40 9.6300 4.8309
NOX I/IR 10 39.00 356.00 114.4500 100.6000
TBX2 I/IR 10 45.00 1876.00 493.2000 553.4748
Prostaciclina I/R 10 24.00 678.00 265.8000 237.7537
ET-1 5°Dia 10 4.40 17.30 8.8300 4.1732
NOX 5° Dia 10 46.00 848.00 268.7000 266.1666
TBX2 5° Dia 10 64.00 2370.00 598.6000 697.8103
Prostaciclina 5°Dia 10 30.00 870.00 284.5000 282.0915
Mol. del TGF Basal 8 487.00 13488.00 6503.8750 4411.3783
Mol. del 18S Basall 8 .84 1.36 1.1550 .1592
Mol. TGF IC 5 439 10255 5071.00 4619.46
Mol. 18S IC 5 .880 1.230 1.14200 .14822
Mol. TGF IF 5 680.00 3881.00 2251.4000 1423.4252
Mol. 18S IF 5 .93 1.30 1.0960 .1514
Mol. TGF I/IR 5 215.00 15594.00 5250.4000 6401.5113
Mol. 18S I/R 5 1.03 1.28 1.1580 9.602E-02
Mol. TGF 5° Dia 8 5469.00 183641.00 44257.3750 60022.2070
Mol. 18S 5° Dia 8 .94 1.38 1.1225 1243
N vélido (segun lista) 5

a. Tiempo de isquemia = 45
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Tabla 18 — Descriptivo de las variables con tiempo de isquemia = 90

Estadisticos descriptivos?@

N Minimo Maximo Media Desv. tip.

Flujo basal arterial 10 50.00 194.00 103.1000 46.1482
Flujo arterial medio 10 19.00 104.33 51.2667 30.9806
Flujo venoso medio 10 17.33 108.67 43.7333 31.7835
Creatinina Basal 10 1.00 1.90 1.3100 .2644
Creatinina IC 10 1.10 1.50 1.2400 1174
Creat. IF 10 1.20 1.80 1.5200 .1687
Creat. 1° Dia 10 4.50 7.20 5.5600 .7806
Creat. 3° Dia 7 6.60 15.80 11.9143 3.0922
Creat. 5° Dia 6 4.20 17.50 12.5667 4.6059
Carga Energética basal 10 .22 .50 .3384 8.918E-02
ATP Basal 10 A1 .28 .1873 5.565E-02
ADP Basal 10 .16 .25 .2075 3.098E-02
AMP Basal 10 .21 .59 4783 .1205
Carga Energética IC 10 .177000 .273900 23224000  3.6007043E-02
ATP IC 10 .034 .067  4.4300E-02 1.0822E-02
ADP IC 10 .040 .189 7.0000E-02 4.3387E-02
AMP IC 10 .147 .295 .23030 4.8806E-02
Carga Energética IF 10 12 .26 .1665 4.095E-02
ATP IF 10 .02 .07 3.080E-02 1.842E-02
ADP IF 10 .05 .09 6.780E-02 1.241E-02
AMP IF 10 .23 .37 .2851 3.899E-02
Carga Energética I/R 10 .26 .40 .3288 3.500E-02
ATP I/IR 10 12 .26 .1768 3.784E-02
ADP /R 10 12 .22 1924 2.978E-02
AMP I/IR 10 .37 .54 4627 5.985E-02
Carga Energética 5° Dia 6 .28 .80 .5558 1811
ATP 5° Dia 6 .10 .65 3734 .1890
ADP 5° Dia 6 .15 .28 .2391 4.573E-02
AMP 5° Dia 6 .02 .35 .1920 .1236
N vélido (segun lista) 6

a. Tiempo de isquemia = 90

147



Resultados

Tabla 18 — Descriptivo de las variables con tiempo de isquemia = 90

Estadisticos descriptivos?2

N Minimo Maximo Media Desv. tip.

ET-1 Basal 10 4.20 8.40 6.4400 1.6794
NOX Basal 10 22.00 211.00 102.0500 63.3212
TBX2 Basall 10 56.00 1111.00 485.8000 303.3208
Prostaciclina Basal 10 35.00 2015.00 648.2000 659.3134
ET-1 IC 10 4.90 17.20 11.9100 3.8243
NOX IC 10 29.00 126.00 74.2800 35.7713
TBX2 IC 10 58 1662 844.90 481.23
Prostaciclina 1C 10 61 3280 1639.50 968.22
Endotelina-1 IF 10 3.40 10.50 5.7900 2.1320
Nitritos/nitratos IF 10 31.00 622.00 203.1300 178.7940
Tromboxano IF 10 23.00 2467.00 610.8000 692.4460
Prostaciclina IF 10 19.00 634.00 248.1000 163.5940
ET-1 IIR 10 4.80 13.30 8.9800 2.9510
NOX I/IR 10 27.00 620.00 183.5000 177.1272
TBX2 I/IR 10 14.00 2467.00 665.1000 694.3826
Prostaciclina I/R 10 6.00 685.00 371.5000 208.6407
ET-1 5°Dia 6 2.90 10.30 5.5167 2.5826
NOX 5° Dia 6 37.00 520.00 178.7167 174.4184
TBX2 5° Dia 6 19.20 816.00 503.0333 317.6496
Prostaciclina 5°Dia 6 15.40 475.00 242.7333 149.1545
Mol. del TGF Basal 8 437.00 12501.00 6912.7500 4439.7915
Mol. del 18S Basal 8 .76 1.41 1.1450 .1954
Mol. TGF IC 5 206 9527 4062.60 3552.77
Mol. 18S IC 5 .800 1.090 .99600 11524
Mol. TGF IF 5 222.00 8034.00 3473.6000 3031.2079
Mol. 18S IF 5 1.10 1.37 1.2260 .1048
Mol. TGF I/IR 5 1315.00 12941.00 5376.4000 4636.4251
Mol. 18S I/R 5 .93 1.22 1.0340 1137
Mol. TGF 5° Dia 8 2870.00 118296.00 41735.8750 44222.9237
Mol. 18S 5° Dia 8 .55 1.41 1.0863 2794
N vélido (segun lista) 5

a. Tiempo de isquemia = 90
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1. RESULTADOS ANALITICOS

VARIABLES CUANTITATIVAS

Para estudiar analiticamente las variables cuantitativas, primero se contrastdo la
homogeneidad de los parametros basales, ya que asi se comprobé que las posibles variaciones
gue se encontraron se debieron a las condiciones del experimento y no a que antes ya fueran
diferentes (tabla 19). Se comprobé que las variables no presentaban diferencias a priori, por lo
tanto las condiciones de inicio del experimento eran iguales para todas las variables estudiadas,

aunque el modelo lineal general ya lo contempla.

Tabla 19 — Comprobacién de la homogeneidad de los parametros basales segun la isquemia

ANOVA
Sig.
Flujo basal arterial .786
Creatinina Basal 173
Carga Energética basal .059
ATP Basal .168
AMP Basal .099
ET-1 Basal 124
TBX2 Basal .628
LNNOXB .090
LNADPB .105
LNPCIB .097
Mol. del TGF Basal 409
Mol del 18S Basal 141
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1.1.1. CREATININA

La creatinina aumento tanto durante las fases del estudio (B, IF, IR, 1D, 3D, 5D) de
manera significativa (p=0,001), como en funciéon del grupo (p=0,003), para los 6rganos
viables. Del mismo modo, también resulté significativa la interaccion fase-isquemia

(p=0,006), es decir, durante el proceso las diferencias entre los grupos iban aumentando.

En la figura 9 se puede observar la evolucién de la creatinina a lo largo de las fases del
estudio, para todos los grupos de isquemia, despejando su perfil de comportamiento. Asi se pudo
comprobar que la creatinina admite una variacion a lo largo de las fases del estudio, otra segun el
grupo de control y los grupos de isquemia caliente y, a la vez, una interaccion entre las

variaciones de la fase con la isquemia (figura 9).
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La creatinina presentd una elevacion durante el primer y tercer dia y posteriormente una
tendencia a la estabilizacién en el quinto dia. Las diferencias encontradas entre los tiempos de
isquemia caliente progresiva y el grupo control fueron evidentes en cuanto a los valores séricos
alcanzados. Ademas present6 una pendiente de crecimiento menor en el grupo control, cuando se

comparoé con las pendientes de los grupos de isquemia.

Figura 9 - Perfil del comportamiento de la creatinina en todas las fases segin los grupos de

isquemia caliente y control
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Resultados

1.1.2. EXPRESION DEL TGF-BETA1 EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Expresion del TGF-betal dentro del grupo de control segun el uso de la CsA

La expresion del TGF-betal durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D), segun el uso
de la CsA en el grupo control sin isquemia, para los érganos viables, resulté significativo
sélo intrasujetos, o sea, a lo largo de las fases del estudio (p=0,001); pero no como
intersujetos, es decir, segun los dos grupos de estudio (p=0,103), ni hubo la interaccién

fase-ciclosporina (p=0,062).

En la figura 10 se puede observar la evolucién de la expresion del TGF-betal a lo largo de
las distintas fases del estudio, segun el uso de CsA o de Aza, dentro del grupo control sin
isquemia. Se demostrd que las variaciones en la expresion del TGF-betal se mantuvieron
estables tras la isquemia total (IF e IF) y tras una hora postreperfusion (IR). Hubo un aumento
estadisticamente significativo al quinto dia, pero sin que produjera diferencias entre el uso o no de
CsA. Asi se comprob6 que la utilizacion de CsA comparada con Aza no determind
diferencias, de manera que se pudo afirmar que las dos ramas del grupo control no son

diferentes y, por lo tanto, les analizaremos como un Unico grupo.
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Figura 10 - Perfil del comportamiento de la expresion del TGF-betal en las fases segun el uso de

la ciclosporina para el grupo control
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Resultados

Expresion del TGF-betal exclusivamente en los grupos de isquemia caliente

progresiva

La expresion del TGF-betal durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D),
exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los 6rganos viables, resulto
significativa solo intrasujetos, o sea, a lo largo de las fases del estudio (p=0,040), pero no
como intersujetos, es decir, segun los grupos de isquemia (p=0,766); tampoco hubo
interaccion fase-isquemia, ya que durante el proceso no se demostrd interacciones entre

los grupos (p=0,569).

En la figura 11 se puede observar la evolucién de la expresion del TGF-betal a lo largo de
las fases del estudio, exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva. Asi se
demostr6 que las variaciones en la expresion del TGF-betal se mantuvieron estables tras la
isquemia caliente (IC), isquemia fria (IF) e isquemia-reperfusién (IR), so6lo aumentando
significativamente en el quinto dia, sin que hubiera diferencia estadisticamente significativa entre
los tiempos de isquemia progresiva estudiados. De esta manera, no se pudo afirmar que el tiempo
de isquemia interfiera en la expresién del TGF-betal, pero si en la mayor cantidad de TGF-betal

expresada al quinto dia.
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Figura 11 - Perfil del comportamiento de la expresion del TGF-betal en las fases segun los

grupos de isquemia caliente progresiva
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Resultados

Expresion del TGF-betal en el grupo de control y en los grupos de isquemia caliente

progresiva

La expresiéon del TGF-betal durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D), en el grupo
control y en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los 6rganos viables, resultd
significativa intrasujetos, o sea, a lo largo de las fases del estudio (p=0,003), pero no como
intersujetos, es decir, segun los grupos de isquemia (p=0,052); sin embargo, se demostré
una interaccion fase-isquemia, ya que durante el proceso se demostrd interacciones entre

los grupos (p=0,017).

En la figura 12 se puede observar la evolucién de la expresion del TGF-betal a lo largo de
las fases del estudio segun el grupo control y en los grupos de isquemia caliente progresiva. Asi
se demostré que las variaciones en la expresion del TGF-betal se mantuvieron estables tras la
isquemia caliente (IC), isquemia fria (IF) e isquemia-reperfusién (IR), so6lo aumentando
significativamente en el quinto dia, sin que hubiera diferencia estadisticamente significativa entre
los tiempos de isquemia progresiva estudiados Hubo una mayor expresion del TGF-betal al
quinto dia en los cuatro grupos en general. Este hecho demostré que la sobreexpresion del TGF-
betal esta asociada con las fases del estudio (B, IF, IR, 5D), y que las fases de isquemia
caliente progresiva no redundaron en una expresion diferente (mayor o menor) de la

citoquina.
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Figura 12 - Perfil del comportamiento de la expresién del TGF-betal en las fases del estudio

segun el grupo de control y los grupos de isquemia caliente progresiva
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Resultados

Expresion del TGF-betal en el grupo de control y en la media de los grupos de

isquemia caliente progresiva

La expresion del TGF-betal durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D), en el grupo
control y en la media de los grupos de isquemia caliente progresiva, para los érganos
viables, resulté significativa intrasujetos, o sea, a lo largo de las fases del estudio (p<0,001),
también como intersujetos, es decir, segun los grupos de isquemia (p=0,005); ademas, se logré
demostrar una interaccién fase-isquemia, ya que durante el proceso se demostro

interacciones entre los grupos (p=0,001).

En la figura 13 se puede observar la evolucién de la expresion del TGF-betal a lo largo de
las fases del estudio segun el grupo control y en la media de los grupos de isquemia caliente
progresiva. Se demostr6 que las variaciones en la expresion del TGF-betal presentaban
diferencias significativas al quinto dia y que esta sobreexpresion al quinto dia era
estadisticamente mayor en la media de los grupos con tiempo de isquemia progresiva (30,45,90
min). Pero siguieron inalteradas las diferencias en las fases de isquemia fria (IF) e isquemia-
reperfusion (IR). Asi, la isquemia caliente progresiva redund6 en una mayor expresion de la

citoquina respecto a los rifiones sin isquemia, s6lo cuando fue analizada en conjunto.
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Figura 13 - Perfil del comportamiento de la expresion del TGF-betal en las fases del estudio

segun el grupo de control y en la media de los grupos de isquemia caliente progresiva
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1.1.3. Expresion media al quinto dia del TGF-betal en el grupo control y en los

grupos de isquemia caliente progresiva

La expresion media al quinto dia del TGF-betal en el grupo control y en los grupos de

isquemia caliente progresiva, para los érganos viables, no resulté significativa.

Asi se demostro en la figura 14 que las variaciones en la expresion media del TGF-betal
al quinto dia en el grupo control y en los grupos de isquemia caliente progresiva no
determiné diferencias estadisticamente significativas, de manera que se pudo afirmar que
dichas expresiones no son distintas. En todos los grupos se demostrd un aumento de
expresion del TGF-betal al quinto dia, que fue independiente de si los rifiones habian sufrido o no

isquemia caliente.

Figura 14 - Perfil del comportamiento de la expresion media al quinto dia del TGF-betal en el

grupo de control y los grupos de isquemia caliente progresiva

TGF-betal
N° moléculas

200000

Isquemia: p=0,501

150000 o === = = === - m m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e -

100000

50000

% GRUPOS de
ISQUEMIA

160



Resultados

1.1.4. Expresién media al quinto dia del TGF-betal segun la histologia

La expresién media al quinto dia del TGF-betal segun la histologia al quinto dia, para los
drganos viables, no resulté significativa. En la figura 15 se puede observar que las variaciones en
la expresién media al quinto dia del TGF-betal segun la histologia al quinto dia no determiné
diferencias estadisticamente diferentes, de manera que se pudo afirmar que dichas expresiones

no son distintas segun la histologia demostrada al quinto dia.

La evolucion de la expresion media al quinto dia del TGF-betal segun la histologia no tuvo
ninguna relacién con los hallazgos histologicos (Normal, NTA+, NTA++, NTA+++) al quinto dia. O

sea, los rifiones con NTA no expresaban niveles de TGF-betal diferentes a los rifiones normales.

Figura 15 - Perfil del comportamiento de la expresion media al quinto dia del TGF-betal segun las

alteraciones histoldgicas
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1.1.5. Expresion del 18S

Expresion del 18S dentro del grupo de control segun el uso de la CsA

La expresion del 18S durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D), segun el uso de la
CsA en el grupo de control sin isquemia, para los 6rganos viables, no resultd significativa
intrasujeto(s), o sea, a lo largo de las fases del estudio (p=0,638), ni como intersujeto(s), es
decir, segun los grupos de isquemia (p=0,568); tampoco hubo interaccion fase-CsA

(p=0,241).

En la figura 16 se puede observar la evolucion de la expresion del 18S a lo largo de las
sucesivas fases del estudio, segun el uso de la CsA o de la Aza, en el grupo de control sin
isquemia caliente. Asi se demostro que la expresion del 18S no presento variaciones a lo largo del
estudio relacionadas con el uso de CsA y comparado con Aza, ademas de haberse comportado
como un excelente control interno de la expresion del TGF-betal en los dos grupos control
sin isquemia caliente.

Figura 16 - Perfil del comportamiento de la expresion del 18S en las fases del estudio segun el

uso de la ciclosporina, para el grupo de control
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Expresion del 18S exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva

La expresiéon del 18S durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D), exclusivamente en
los grupos de isquemia caliente progresiva, para los érganos viables, no resulté significativa
intrasujetos, o sea, a lo largo de las fases del estudio (p=0,731), ni como intersujetos, es
decir, segun los grupos de isquemia (p=0,271); tampoco se dio interaccién fase-isquemia

(p=0,706).

En la figura 17 se puede observar la evolucion de la expresion del 18S a lo largo de las
fases del estudio, exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva. Asi se demostré
que las variaciones en la expresién del 18S no variaron en ningln momento del experimento,
tampoco admitieron variaciones entre los tiempos de isquemia progresiva, lo cual equivale a decir

que se comportaron de modo absolutamente semejante.

Figura 17 - Perfil del comportamiento de la expresion del 18S en las fases segln los grupos de

isquemia caliente progresiva
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Expresion del 18s en el grupo control y en los grupos de isquemia caliente

progresiva

La expresion del 18S durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D), en el grupo control y
en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los oOrganos viables, no resulto
significativa intrasujetos, o sea, a lo largo de las fases del estudio (p=0,627), ni como
intersujetos, es decir, segin los grupos de isquemia (p=0,596); tampoco se dio la

interaccion fase-isquemia (p=0,585).

En la figura 18, se puede observar la evolucion de la expresiéon del 18S a lo largo de las
fases del estudio, en el grupo control y en los grupos de isquemia caliente progresiva. Asi se
demostré que las variaciones en la expresién del 18S no variaron en ningln momento del
experimento y tampoco admitieron variaciones entre los tiempos de isquemia progresiva,
equivale a decir que se comportaron de modo absolutamente semejante.La expresion del 18S se
comporté como un excelente controle interno de la expresion del TGF-betal.

Figura 18 - Perfil del comportamiento de la expresion del 18S en las fases segun el grupo control
y los grupos de isquemia caliente progresiva
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1.1.6. COMPORTAMIENTO DEL FLUJO ARTERIAL

En el analisis del flujo arterial, éste se tomo en la fase basal. Las medias aritméticas de los
flujos arteriales tomados en los momentos inmediatamente posterior y 5 y 10 minutos después de
la reperfusién del 6rgano se compararon con el grupo de control y con los grupos de isquemia
caliente progresiva, para los érganos viables. S6lo resultaron significativas las diferencias
intrasujeto(s), o sea, las diferencias halladas a lo largo de las fases del estudio (p=0,001).
No obstante, no se identificaron diferencias significativas segun los tipos de isquemia (p=0,696), ni

se dio la interaccion fase-isquemia (p=0,178) .

En la figura 19 se puede observar la evolucién del flujo arterial para las dos fases
estudiadas (Basal versus IR). Las diferencias observadas demostraron que hubo una disminucién
estadisticamente significativa del flujo arterial renal en todos los grupos con isquemia caliente y/o
fria. Asi, los rifiones sometidos a un mayor tiempo de isquemia caliente no presentaron en una
mayor disminucién en el flujo arterial, que los rifiones sin isquemia caliente.

Figura 19 - perfil del comportamiento de las variaciones del flujo renal arterial en las dos fases
estudiadas segun el grupo control y los grupos de isquemia caliente progresiva
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1.1.7. SUSTANCIAS VASOACTIVAS

Expresion de la ET-1 exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva

La determinacion de la ET-1 durante las fases del estudio (B, IC, IF, IR, 5D),
exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los érganos viables, fue
analizada separadamente para los animales donantes (fases B y IC) y los animales
receptores (fases IF, IR y 5D). Result6 significativo el analisis intrasujetos, o sea, a lo largo de
las fases del estudio (p<0,001), exclusivamente, para los animales donantes (fases B y IC), pero
no como intersujetos, es decir, segun los grupos de isquemia caliente progresiva (p=0,125);
tampoco se dio la interaccion fase-isquemia (p=0,364). Para los animales receptores (fases IF, IR

y 5D), no se dio ninguna significacion estadistica.

En la figura 20 se puede observar una elevacion de la expresion de la ET-1 entre las dos
primeras fases del estudio (Basal versus IC), para los animales donantes, respecto a los rifiones
con isquemia caliente progresiva, que ocurrié en todos los érganos sometidos a los tres diferentes
periodos de isquemia caliente estudiados. Asi se demostrd que las variaciones en la
determinacién de la ET-1 s6lo estaban relacionadas con la fase IC, en los grupos de isquemia

caliente del estudio.
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Figura 20 - perfil del comportamiento de la expresion de la ET-1 en las primeras dos fases segun

los grupos de isquemia caliente progresiva
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Expresion de la ET-1 en el grupo de control y en los grupos de isquemia caliente

progresiva

La expresion de la ET-1 durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D), en el grupo de
control y en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los 6rganos viables, fue
analizada separadamente para los animales donantes (fases B y IC) y los animales
receptores (fases IF, IR y 5D). ). No resultd significativa el andlisis intrasujetos, o sea, a lo largo
de las fases del estudio (p=0,176), ni para los animales donantes (fases B y IC) ni para los
animales receptores (fases IF, IR y 5D), tampoco ninguna otra significacion estadistica fue
encontrada, ni como intersujetos, es decir, segun los grupos de isquemia caliente progresiva

(p=0,820); ni tuvo lugar la interaccion fase-isquemia (p=0,704).

En la figura 21 se puede observar la evolucion de la expresion de la ET-1 a lo largo de las
tres Ultimas fases del estudio (IF, IR, 5D), para los animales receptores, tanto en el grupo de
control como en los grupos de isquemia caliente progresiva. Asi, para la ET-1 se confirmaron los
datos ya descritos en la literatura, que reflejan su comportamiento fisioldgico. No se demostré
ninguna variacion estadisticamente significativa entre los rifiones de los animales receptores. Sin
embargo, en los animales donantes, se confirmd la relacién: a mayor isquemia caliente,

mayor liberacién de la ET-1.
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Figura 21 - perfil del comportamiento de la expresion de la ET-1 en las tres Ultimas fases del

estudio segun el grupo de control y los grupos de isquemia caliente progresiva
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Expresion del TXA; exclusivamente en los grupos de isquemia caliente

La determinacion del TXA, durante las fases del estudio (B, IC, IF, IR, 5D),
exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los érganos viables, fue
analizada separadamente para los animales donantes (fases B y IC) y los animales
receptores (fases IF, IR y 5D). Apenas resultd significativa el analisis intrasujetos, o sea, a lo
largo de las fases del estudio (p=0,007), exclusivamente, para los animales donantes (fases B y
IC), pero no como intersujetos, es decir, segin los grupos de isquemia caliente progresiva
(p=0,335); tampoco se dio la interaccién fase-isquemia (p=0,563). Para los animales receptores

(fases IF, IR y 5D), ninguna significacion estadistica fue encontrada.

En la figura 22, se puede observar la evolucién de la expresion del TXA; a lo largo de las
primeras dos fases del estudio (Basal versus IC), para los animales donantes, exclusivamente en
los grupos de isquemia caliente progresiva. Asi se demostré6 que las variaciones en la
determinacion de la ET-1 sélo estaban relacionadas con la fase IC en los grupos de isquemia

caliente del estudio.
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Figura 22 - perfil del comportamiento de la expresion del TXA; en las primeras dos fases segun

los grupos de isquemia caliente progresiva
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Expresion del TXA, en el grupo de control y en los grupos de isquemia caliente

progresiva

La expresion del TXA, durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D), en el grupo de
control y en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los 6rganos viables, fue
analizada separadamente para los animales donantes (fases B y IC) y los animales
receptores (fases IF, IR y 5D). No resulté significativa el andlisis intrasujetos, o sea, a lo largo de
las fases del estudio (p=0,796), ni para los animales donantes (fases B y IC) ni para los animales
receptores (fases IF, IR y 5D), tampoco ninguna otra significacion estadistica fue encontrada, ni
como intersujetos, es decir, segun los grupos de isquemia caliente progresiva (p=0,335); ni tuvo

lugar la interaccion fase-isquemia (p=0,563).

En la figura 23 se puede observar la evolucion de la expresion del TXA; a lo largo de las
tres Ultimas fases del estudio (IF, IR, 5D), para los animales receptores, tanto en el grupo de
control como en los grupos de isquemia caliente progresiva. Asi, para el TXA; se confirmaron los
datos ya referidos en la literatura, que reflejan su comportamiento fisiolégico. No se demostré
ninguna variacion estadisticamente significativa entre los rifiones de los animales receptores. Sin
embargo, en los animales donantes, se confirmé la relacién: a mayor isquemia caliente,

mayor liberacién del TXA..
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Figura 23 - perfil del comportamiento de la expresion del TXA; en las tres Ultimas fases del

estudio segun el grupo de control y los grupos de isquemia caliente progresiva
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Expresion de la PGI, exclusivamente en los grupos de isquemia caliente

La determinacion de la PGI, durante las fases del estudio (B, IC, IF, IR, 5D),
exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los érganos viables, fue
analizada separadamente para los animales donantes (fases B y IC) y los animales
receptores (fases IF, IR y 5D). Apenas resultd significativa el analisis intrasujetos, o sea, a lo
largo de las fases del estudio (p<0,001), exclusivamente, para los animales donantes (fases B y
IC), pero no como intersujetos, es decir, segin los grupos de isquemia caliente progresiva
(p=0,141); tampoco se dio la interaccion fase-isquemia (p=0,701). Para los animales receptores

(fases IF, IR y 5D), ninguna significacion estadistica fue encontrada.

En la figura 24 se puede observar la evolucion de la expresion de la PGl, a lo largo de las
dos primeras fases del estudio (Basal versus IC), para los animales donantes, exclusivamente en
los grupos de isquemia caliente progresiva. Asi se demostr6 que las variaciones en la
determinacion de la PGI; s6lo estaban relacionadas con la fase IC en los grupos de isquemia

caliente del estudio.
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Figura 24 - perfil del comportamiento de la expresion de la PGl, en las primeras dos fases segun

los grupos de isquemia caliente progresiva
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Resultados

Expresion de la PGIl, en el grupo de control y en los grupos de isquemia caliente

progresiva

La expresion de la PGI, durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D), en el grupo de
control y en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los 6rganos viables, fue
analizada separadamente para los animales donantes (fases B y IC) y los animales
receptores (fases IF, IR y 5D). Apenas resulté significativa el andlisis intrasujetos, o sea, a lo
largo de las fases del estudio (p=0,110), exclusivamente, para los animales donantes (fases B y
IC), pero no como intersujetos, es decir, segun los grupos de isquemia caliente progresiva
(p=0,141); ni tuvo lugar la interaccién fase-isquemia (p=0,972). Para los animales receptores

(fases IF, IR y 5D), ninguna significacion estadistica fue encontrada.

En la figura 25 se puede observar la evolucion de la expresion de la PGI; a lo largo de las
tres Ultimas fases del estudio (IF, IR, 5D), para los animales receptores, tanto en el grupo de
control como en los grupos de isquemia caliente progresiva. Asi, en el caso de la PGl, se
confirmaron los datos ya descritos en la literatura, que reflejan su comportamiento fisioldgico. Por
tanto, se confirmd la relaciébn: a mayor isquemia caliente, mayor liberacion de PGl,, en
compensacién a la liberacion de la ET-1. No se demostré ninguna variacion estadisticamente
significativa entre los rifiones de los animales receptores. En ausencia de isquemia caliente, la

PGl, sigue un comportamiento plano y constante.
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Figura 25 - perfil del comportamiento de la expresion de la PGI2 en las Ultimas tres fases del

estudio segun el grupo de control y los grupos de isquemia caliente progresiva
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Resultados

Expresion del NO exclusivamente en los grupos de isquemia caliente

La determinacion del NO durante las fases del estudio (B, IC, IF, IR, 5D), exclusivamente
en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los 6rganos viables, fue analizada
separadamente para los animales donantes (fases B y IC) y los animales receptores (fases
IF, IR y 5D). Resultd significativa en el analisis intrasujetos, 0 sea, a lo largo de las fases del
estudio (p<0,001 y p=0,033), tanto para los animales donantes (fases B y IC), como para los
animales receptores (fases IF, IR y 5D). Entretanto no como intersujetos, es decir, segun los
grupos de isquemia caliente progresiva (p=0,142 y p=0,602); tampoco se dio la interaccion fase-
isquemia (p=0,646 y p=0,212). En las figuras 26 y 27 se puede observar la evolucion de la
expresion del NO a lo largo de las fases del estudio, exclusivamente en los grupos de isquemia

caliente progresiva.

Asi se demostré en los grupos de isquemia caliente que tanto en el animal donante como
en el receptor, las variaciones en la determinacion del 6xido nitrico estaban relacionadas con las
fases del estudio (Basal, IC, IF, IR, 5D). En el grupo donante la isquemia caliente (IC) fue la
responsable de la disminucién de su expresién. También en los animales receptores el incremento
del NO se demostré estadisticamente significativo al quinto dia (5D) en los rifiones sometidos a
isquemia caliente. No hubo variacion estadisticamente significativa entre los distintos grupos de

isquemia caliente entre si, comportandose ambos de manera homogénea (figuras 26 y 27).

Por tanto, se comprobaron incrementos estadisticamente significativos de la expresién del

NO, en los tres grupos de isquemia caliente, tanto en los animales donantes en la fase IC, como

en los animales receptores en el quinto dia del estudio 5D.
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Figura 26 - perfil del comportamiento de la expresion del NO en las primeras dos fases segun los

grupos de isquemia caliente progresiva
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Figura 27 - perfil del comportamiento de la expresion del NO en las ultimas tres fases del estudio

seguln los grupos de isquemia caliente progresiva
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Expresion del NO en el grupo de control y en los grupos de isquemia caliente

progresiva

La determinacion del NO durante las fases del estudio (B, IC, IF, IR, 5D), en el grupo
control y en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los 6rganos viables, fue analizada
separadamente para los animales donantes (fases B y IC) y los animales receptores (fases
IF, IR y 5D). Resulto significativa en el andlisis intrasujetos, o sea, a lo largo de las fases del
estudio (p<0,019), tanto para los animales donantes (fases B y IC), como para los animales
receptores (fases IF, IR y 5D). Entretanto no como intersujetos, es decir, segun los grupos de
isquemia caliente progresiva (p=0,625); tampoco se dio la interaccién fase-isquemia (p=0,258). En
la figura 28 se puede observar la evolucion de la expresion del NO a lo largo de las ultimas tres

fases del estudio, en el grupo control y en los grupos de isquemia caliente progresiva.

Asi se demostrdé que las variaciones en la determinacion del 6xido nitrico, tanto en los
animales donantes como en los receptores, estaban relacionadas con la fase del estudio. En el
grupo donante, se atribuy6 a la isquemia caliente (IC) la responsabilidad por la disminucion de la
expresion de la sustancia vasoactiva (NO). También en los animales receptores el incremento del
NO se demostré estadisticamente significativo al quinto dia (5D), tanto en el grupo control, como

en los grupos de isquemia caliente progresiva (figura 28).
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Figura 28 - perfil del comportamiento de la expresion del NO en las dltimas tres fases del estudio

segun el grupo de control y los grupos de isquemia caliente progresiva
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Resultados

1.1.8. CARGA ENERGETICA
Determinacion de la carga energética exclusivamente en los grupos de isquemia

caliente

La carga energética aumentd exclusivamente en los grupos de isquemia caliente
progresiva, para los 6rganos viables, tanto durante las fases del estudio (B, IF, IR, 1D, 3D, 5D)
de manera significativa (p<0,001), como en funcién del grupo (p=0,018), para los érganos

viables. No obstante, no resulté significativa la interaccion fase-isquemia (p=0,608).

En la figura 29 se puede observar la evolucion de la expresion de la CE a lo largo de las
fases del estudio, exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva. Asi, se demostrd
gue las variaciones en la carga energética se produjeron de manera homogénea en los rifiones
con isquemia. Hubo una caida general seguida de una recuperacion de los niveles de la CE a
partir del punto mas bajo (IF), recuperacion que se inicié con la reperfusion (IR) y alcanzo el nivel
maximo al quinto dia (5D).

Figura 29 - perfil del comportamiento de la determinacién de la carga energética en las fases

segun los grupos de isquemia caliente progresiva
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Determinacion de la carga energética en el grupo control y en los grupos de

isquemia caliente progresiva

La carga energética aument6 en el grupo control y en los grupos de isquemia caliente
progresiva, para los 6rganos viables, tanto durante las fases del estudio (B, IF, IR, 1D, 3D, 5D)
de manera significativa (p<0,001), como en funcidn del grupo (p=0,038), para los drganos

viables. No obstante, no fue significativa la interaccién fase-isquemia (p=0,097).

En la figura 30 se puede observar la evolucién de la expresiéon de la CE a lo largo de las
fases del estudio, en el grupo de control y en los grupos de isquemia caliente progresiva. Se
produjeron también disminuciones de manera homogénea en la CE de los rifiones con y sin
isquemia, seguida de una recuperacion de los niveles de la CE a partir del punto mas bajo (IF),
recuperacion que se inicié con la reperfusiéon (IR) y alcanzé una expresion maxima al quinto dia
(5D). También hubo una variacién estadisticamente significativa entre los grupos de isquemia y el
grupo control.

Figura 30 - perfil del comportamiento de la determinacion de la carga energética en las fases del

estudio segun el grupo de control y los grupos de isquemia caliente progresiva
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Resultados

Determinacion del ATP exclusivamente en los grupos de isquemia caliente

La determinacion del ATP durante las fases del estudio (B, IC, IF, IR, 5D),
exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los érganos viables, sélo
resulté significativa intrasujetos, o sea, a lo largo de las fases del estudio (p<0,001); pero no
como intersujetos, es decir, segun los grupos de isquemia caliente progresiva (p=0,597); tampoco

tuvo lugar la interaccién fase-isquemia (p=0,253).

En la figura 31 se puede observar la evolucién del ATP a lo largo de las fases del estudio,
exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva. Se demostrd que las variaciones
en la expresion del ATP se produjeron de un modo homogéneo en los rifiones con isquemia, con
niveles del ATP mas bajos en las fases IC e IF, seguido de una recuperacion que se inicié con la

reperfusion (IR) y alcanzé una expresion de niveles maximos en el quinto dia (5D).

Figura 31 - perfil del comportamiento de la determinacion del ATP en las fases segun los grupos

de isquemia caliente progresiva
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Resultados

Determinacion del ATP en el grupo de control y en los grupos de isquemia caliente

progresiva

La determinacién del ATP durante las fases del estudio (B, IC, IF, IR, 5D), en el grupo
control y en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los 6rganos viables, sélo resultd
significativa intrasujetos, o sea, a lo largo de las fases del estudio (p<0,001); pero no como
intersujetos, es decir, segun los grupos de isquemia caliente progresiva (p=0,270); tampoco se dio

la interaccion fase-isquemia (p=0,103).

En la figura 32 se puede observar la evolucién de la determinacién del ATP a lo largo de
las fases del estudio, en el grupo control y en los grupos de isquemia caliente progresiva. Se
demostrd que las variaciones del ATP se produjeron de manera homogénea en los rifiones con y
sin isquemia, con una recuperacion de los niveles del ATP a partir del punto méas bajo (IF),
recuperacion que se inicié con la reperfusion (IR) y alcanzé su nivel maximo en el quinto dia (5D).
No hubo ninguna variacion estadisticamente significativa entre el grupo de control y los de
isquemia caliente progresiva
Figura 32 - perfil del comportamiento de la determinacion del ATP en las fases del estudio segun

el grupo de control y los grupos de isquemia caliente progresiva.
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Resultados

Determinacion del ADP exclusivamente en los grupos de isquemia caliente

La valoracion del ADP aument6 exclusivamente en los grupos de isquemia caliente
progresiva, tanto durante las fases del estudio (B, IF, IR, 5D) de manera significativa
(p<0,001), como en funcién del grupo (p=0,018), para los 6rganos viables. No obstante, no fue

significativa la interaccién fase-isquemia (p=0,665).

En la figura 33 se puede observar la evolucién del ADP a lo largo de las fases del estudio,
exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva. Se demostrd que las variaciones
del ADP se produjeron de manera homogénea en los rifiones con isquemia, con una recuperacion
de los niveles de la CE a partir de los puntos méas bajos (IC e IF), que se inicié con la reperfusiéon
(IR) y ahi alcanz6 su nivel casi maximo, presentando posteriormente una discreta elevacion con

tendencia a la estabilizacién en el quinto dia (5D).

Figura 33 - perfil del comportamiento de la determinacién del ADP en las fases segun los grupos

de isquemia caliente progresiva
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Resultados

Determinacion del ADP en el grupo de control y en los grupos de isquemia caliente

progresiva

La determinacion del ADP durante las fases del estudio (B, IC, IF, IR, 5D), en el grupo de
control y en los grupos de isquemia caliente progresiva, para los 6rganos viables, sélo resulto
significativa intrasujetos, o sea, a lo largo de las fases del estudio (p<0,001), pero no como
intersujetos, es decir, segun los grupos de isquemia caliente progresiva (p=0,069); tampoco se dio

la interaccion fase-isquemia (p=0,959).

En la figura 34 se puede observar la evolucion de la expresion del ADP a lo largo de las
fases del estudio en el grupo control y en los grupos de isquemia caliente progresiva. Se
demostraron las variaciones de los niveles de ADP en los rifiones con y sin isquemia con una
recuperacion de los niveles del ADP a partir de su punto mas bajo (IF), que se inicié con la
reperfusion (IR) y alcanz6 su nivel méximo en el quinto dia (5D). No hubo ninguna variacion
estadisticamente significativa entre el grupo de control y los de isquemia caliente progresiva.
Figura 34 - perfil del comportamiento de la determinacion del ADP en las fases del estudio segun
el grupo control y los grupos de isquemia caliente progresiva
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Resultados

Determinacion del AMP exclusivamente en los grupos de isquemia caliente

La valoracion del AMP aumentd exclusivamente en los grupos de isquemia caliente
progresiva, tanto durante las fases del estudio (B, IF, IR, 1D, 3D, 5D) de manera significativa
(p<0,001), como en funcién del grupo (p<0,001), para los 6rganos viables. No obstante, no

fue significativa la interaccién fase-isquemia (p=0,608).

En la figura 35 se puede observar la evolucion de la determinacion del AMP a lo largo de
las fases del estudio, exclusivamente en los grupos de isquemia caliente progresiva. Se demostré
gue en los riflones con isquemia se produjo una discreta caida en los niveles de AMP en las fases
de IC e IF, seguida de una tendencia a la recuperacion después de la reperfusion (IR), culminando
al quinto dia con una caida en los niveles de AMP con respecto a los valores basales. Ademas, se
demostrd que cada grupo de isquemia varié segun el mismo patrén de comportamiento, pero de

modo independiente.

Figura 35 - perfil del comportamiento de la determinacién del AMP en las fases segun los grupos

de isquemia caliente progresiva
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Resultados

Determinacion del AMP en el grupo de control y en los grupos de isquemia caliente

progresiva

La determinacion del AMP en el grupo de control y en los grupos de isquemia caliente
progresiva aumentd, tanto durante las fases del estudio (B, IF, IR, 1D, 3D, 5D) de manera
significativa (p<0,001), como en funcién del grupo (p<0,001), para los 6rganos viables. No

obstante, no fue significativa la interaccién fase-isquemia (p=0,138).

En la figura 36, se puede observar la evolucion de la expresion del AMP a lo largo de las
fases del estudio, en el grupo control y en los grupos de isquemia caliente progresiva. Se
demostré que en los rifiones con y sin isquemia, también se produjo una caida en sus niveles al
en las fases de IC e IF, seguida de una tendencia a la recuperaciéon después de la reperfusién
(IR), culminando al quinto dia con una caida en los niveles de AMP con respecto a los valores
basales. Ademas, se demostré que cada grupo de isquemia varié segun el mismo patrén de
comportamiento, pero de modo independientes. Las diferencias se atribuyeron exclusivamente a
la isquemia total (IC + IF), ya que el grupo control se comporté de una manera muy uniforme

(figura 36).
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Figura 36 - perfil del comportamiento de la determinacion del AMP en las fases del estudio segun

el grupo de control y los grupos de isquemia caliente progresiva
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2. CORRELACIONES

Se estudiaron las correlaciones entre todas las variables cuantitativas entre si, para
determinar qué marcadores estaban correlacionados y qué significacion estadistica tenian de

manera general, por fases y por grupos de estudio.

Se reprodujeron en la tabla 20 todas las correlaciones obtenidas por el cruce de las variables
estudiadas. Se encontraron estadisticamente significativa las correlaciones esperadas entre CE y
ATP, CE y AMP, CE y ADP, ATP y AMP, ATP y ADP, y también la correlacién entre TBX y NO

(ver tabla 21).

Se encontraron asimismo nuevas correlaciones significativas entre el TGF-betal y el ADP
(figura 37 (r=0,172, p<0,05)), ademas de otras correlaciones entre el NO con el ADP (figura 38
(r=0,206, p<0,05)), el NO con la CE (figura 39 (r=0,184, p<0,05)) y el NO con el ATP (figura 40

(r=0,194, p<0,05)).

Tabla 20 — Coeficientes de Correlacioén (r) entre todas las variables estudiadas

CARGA ATPRAT AMPRAT ET TBX MOLTGF MOL18S LNNO  LNADP
CARGA 1.000
ATPRAT .939** 1.000
AMPRAT -.434** -.257** 1.000
ET -.071 -.109 -.135 1.000
TBX -.088 -.032 -037 -.008 1.000
MOLTGF .114 -105 -.013 -.025 -.034 1.000
MOL18S -.038 .028 -131 .024 -.006 -.049 1.000
LNNO .184* . 194* -.077 -.103 -.070 -.053 -.125 1.000
LNADP .544** .527** .140 -.129 -.140 . 206* -.035 .172* 1.000
LNPCI -.071 -.018 -120 .088 _455** -099 -.001 -.070 -.149
* Significacion p<0. 05 ** Significacion p<0.01
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Representacion gréfica de las correlaciones encontradas

Se presentan a continuacion los cuatro diagramas de dispersién representando las
respectivas correlaciones. En la figura 37 se observan el TGF-betal versus ADP, en la 38 el NO

versus ADP, en la figura 39 el NO versus CE y en la 40 el NO versus ATP.

No hay representacion grafica mas didactica que un diagrama de dispersion para
representar las correlaciones. El coeficiente de correlacion 'r', es un niumero que representa la
relacion lineal existente entre dos variables cuantitativas. -1<'r' <1. Cuanto mas proximo a 0
menos correlacion existe y cuanto mas proximo a sus extremos 1 0 -1 méas correlacionados estan

estas variables. La Unica manera de ver esto graficamente es un diagrama de dispersion.

Una vez calculado el coeficiente, ya sea uno u otro, grande o pequefio, significativo o no,
no debemos olvidar que estamos trabajando con muestras (un nimero de casos reducido), no con
toda la poblacién. Debe observarse si esta correlacién que tenemos es suficientemente grande
(con el nimero de casos) para poder decir que es diferente de 0, es decir, que hay una

correlacion estadisticamente significativa. Y que por lo tanto, que esta relacién no se debe al azar.

Como ejemplo estos dos graficos que representan la correlacion existente entre ATP

versus Carga energética 'r=0.95', y 18S versus Carga energética 'r=0.05'".

Gréfico izquierda: ATP versus CE

Evidentemente la Carga energética esta correlacionada con la ATP (depende de ATP). Por
definicién, CE es funcion de ATP. No tiene sentido calcular el coeficiente porque una es funcion
de la otra, pero si tuviera sentido, veriamos primero que el coeficiente de correlacion es muy
elevado, préximo a 1 r=0.96 y es significativo y al ver representado el grafico se observa

claramente esta correlacion. A valores mas altos de ATP, valores mas altos de CE. Por lo tanto
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CE depende de los valores de ATP. En cierta manera podriamos adivinar el valor de CE

conociendo los valores de ATP.

Gréfico derecha: 18S versus CE

El coeficiente de correlacion es muy cercano a 0. Tal valor no es significativo, y por lo tanto
no se puede concluir que la CE esté correlacionada con el 18S. Asi que la CE no depende de los
valores de 18S. Son dos variables independientes entre si. Si nos fijamos en el grafico no

observamos tendencia alguna de agrupacion.

Gréfico izquierda: ATP versus CE; Gréfico derecha: 18S versus CE.

1.0 1

I R et e LR e R g-----==q
o
Op
6 R Bommm- I
-] DD o
Lo @ o
o
oo
5 4 [ R S o]
] - g )
k! ° ® e o ke oo e
S @ %o g D§DE go DDDEEDDE
2 ] 0% o & L o
o 2 LT A I g.a%8n_ _ o
2 go B “”nD““BmDHJD - -p---
o o o

S o oo ° L o
S g
5 5
8 o0 8 o

0.0 1 2 3 4 5 6 7 4 6 8 1.0 12 1.4 16

ATP Basal Mol. del 18S

193



Resultados

3.1

TGF-betal versus ADP

Figura 37 — Diagrama de dispersion de la correlacion TGF-betal versus ADP.
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Figura 38 — Diagrama de dispersion de la correlacion NO versus ADP
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3.3.

NO versus CE

Figura 39 — Diagrama de dispersion de la correlacion NO versus CE
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NO versus ATP

Figura 40 — Diagrama de dispersion de la correlacion NO versus ATP
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3.5. CORRELACIONES IFelR

Fueron testados diferentes modelos de regresion para explicar el comportamiento del TGF-
betal en el 5° dia, en funcién de NO y ATP /ADP en los tiempos IF e IR. Ningin modelo se ajusté

a los datos de que se dispone.

Pero si ha sido factible corroborar lo que se observé en el Analisis del GLM mediante
correlaciones. Cuando se demostré que el NO sube al quinto dia, y que el ADP, el ATP y el TGF-
betal también suben, se buscd una asociacion l6gica que explicara estos fendbmenos. Asi pues,
se han calculado los coeficientes de correlacion y la significacion estadistica en la subida de estos
marcadores respecto a los momentos IF e IR ( son las diferencias al quinto dia del TGF-betal,

ADP, ATP y NO, respecto a los momentos IF e IR (ver figuras 41y 42)).

Se pudo sefalar que al quinto dia, la subida del ATP respecto a IF estaba correlacionada

(ver figura 41 (r=-0.447)) con el TGF-betal. Asi que a mas subida de ATP menos aumentaba el

TGF-betal.

Al quinto dia, la subida del ATP respecto a IR estaba correlacionada (ver figura 42

(r=0.331)) con el aumento del NO. Asi que a mas subida del ATP mas aumentaba el NO.
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Tabla 21 - Coeficientes de correlacidn y la significacion estadistica del aumento de las variables

TGF-betal, ADP, ATP y NO, con respecto al momento IF.

Correlaciones

TGF_DIF NOX_DIF ADP_DIF ATP_DIF

TGF_DIF | Correlacion de Pearson 1.000 -.102 .322 - 447

Sig. (unilateral) .314 .058 .012

N 25 25 25 25

NOX_DIF | Correlaciéon de Pearson -.102 1.000 .074 .202

Sig. (unilateral) .314 .336 123

N 25 35 35 35

ADP_DIF | Correlacion de Pearson .322 .074 1.000 153

Sig. (unilateral) .058 .336 .190

N 25 35 35 35

ATP_DIF | Correlacion de Pearson - 447* .202 153 1.000
Sig. (unilateral) .012 123 .190

N 25 35 35 35

*. La correlacion es significativa al nivel 0,05 (unilateral).

Tabla 22 — Coeficientes de correlacion y la significacion estadistica del

TGF-betal, ADP, ATP y NO, con respecto al momento IR.

Correlaciones

aumento de las variables

TGF_DIR NOX_DIR ADP_DIR ATP DIR
TGF_DIR | Correlaciéon de Pearson 1.000 -.116 .267 -.318
Sig. (unilateral) .290 .098 .061
N 25 25 25 25
NOX_DIR | Correlacién de Pearson -.116 1.000 221 .331*
Sig. (unilateral) .290 101 .026
N 25 35 35 35
ADP_DIR | Correlacion de Pearson .267 221 1.000 .238
Sig. (unilateral) .098 .101 .084
N 25 35 35 35
ATP_DIR | Correlacién de Pearson -.318 .331* .238 1.000
Sig. (unilateral) .061 .026 .084
N 25 35 35 35

*. La correlacion es significativa al nivel 0,05 (unilateral).
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4. MODELO PRONOSTICO DE VIABILIDAD

Modelo prondstico de la viabilidad del érgano con las variables ADP, ET-1 y Flujo

arterial medio

Se construyd un modelo mediante la regresion logistica que se ajust6 a las variables ADP,
ET-1 y Flujo arterial medio (figura 41) estudiadas en la fase IR, de modo que se pudo

producir un modelo prondstico con perfil de fiabilidad de un 95% (tablas 23 y 24).

Tabla 23. Modelo prondstico sobre la viabilidad con las variables ADP, ET-1 y Flujo arterial

Resumen de los pasds?

Mejora Modelo
Chi-cu Chi-cu % de clas.
adrado gl Sig. adrado o] Sig. correcta  Variable
Paso 1 0 IN:
12.224 1 .000 12.224 1 .000 82.5% ET11R
2 7.324 1 007 19.548 2 000 92.5% IN:
: : ' ' ~7 FLUJART
3 3.217 1 073 22.764 3 000 95.0% IN:
: : : : =7 ADPRAT2

a.No se pueden eliminar ni afiadir mas variables al modelo actual.

b.Bloque final: 1

Tabla 24. Modelo pronéstico sobre la viabilidad con las variables ADP, ET-1 y Flujo arterial

Tabla de clasificaciéh

Pronosticado
Viabilidad )
Porcentaje
Si No correcto
Paso 3| Observado Viabilidad Si 31 1 96.9
No 1 7 87.5
Porcentaje global 95.0

a.El valor de corte es .500
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Figura 41. Regresion logistica entre las variables ADP, ET-1 y Flujo arterial
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DISCUSION

La falta persistente de 6rganos aptos para trasplante obliga a la utilizacién de todos los
medios humanos y técnicos posibles en la investigacidon de soluciones alternativas. La
busqueda de estas alternativas ha llevado a proponer la obtencién de érganos para trasplante
a partir de donantes en los que la parada cardiaca ya ha tenido lugar "*°*¢". Se calcula que el
numero de donantes potenciales podria aumentar asi en un 20% *'. Los trabajos publicados
coinciden en que los rifiones obtenidos de esta forma son utiles para trasplante. A pesar de
tener una mayor incidencia de fracaso de la funcién inicial, su supervivencia a largo plazo es

similar a los obtenidos de corazon latiente.

Sin embargo, los criterios de seleccion del rifidn viable no estan bien definidos. A pesar
de que el numero de rifiones desechados tras la extraccion por dudarse de su viabilidad es
mayor en el grupo de donantes a corazdn parado que en los de a corazon latiente, todavia es
mucho mayor el numero de injertos que no llegaran a funcionar nunca en comparacion con los
obtenidos a corazon latiente. EI mayor inconveniente que existe radica en la imposibilidad de

predecir qué drganos seran viables antes de decidir su colocacion en el receptor.

Un rindn sometido a trasplante sufre el dafio por isquemia/reperfusion. Si el rifidn se
obtuvo a partir de un donante a corazén parado, el tiempo de isquemia caliente es mayor, ya

que el érgano se ha visto afectado con mayor intensidad.

El interés practico del presente estudio reside en la posibilidad de aumentar el numero
de organos aptos para trasplante renal mediante la obtencidn de injertos procedentes de
donantes tras parada cardiaca. Por lo tanto, es importante conocer con detalle qué ocurre en
un rindn después de un periodo de isquemia caliente durante la parada cardiaca y su posterior
reperfusion para llegar a determinar factores predictivos y pronésticos de la viabilidad del
érgano y poder actuar sobre el potencial injerto. Dentro de los diferentes mecanismos de lesion

y reparacion, se opto por estudiar la expresion del TGF-beta1. El estudio de la misma asi como
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su relacion con otras sustancias vasoactivas y alteraciones celulares que se producen durante
la lesion isquemia-reperfusion pueda ayudar a entender y posteriormente prevenir el dafio

tisular.

Ante una situacién de isquemia se puede producir una situacion de necrosis tubular
aguda que afectara en mayor o menor grado a la funcion renal y a las células tubulares. Y si la
isquemia produjo un dafo irreversible se producira en nivel histolégico una lesion de necrosis
cortical que vendra dada por la proporcion de glomérulos inviables de las muestras. Esta lesion
hara que el érgano no sea viable para el trasplante. En cuanto al criterio de viabilidad, a parte
de las multiples evidencias clinicas en las que la presencia de necrosis cortical (NC) se asocie
a no viabilidad, la ausencia de expresion de TGF-betal mRNA y 18S mRNA unicamente en los

rinones con NC, valida el criterio de no viabilidad que se admite para los rifiones con NC.

Para llevar a cabo el presente estudio se eligié un modelo experimental y no clinico, ya
que de este modo se obtiene un control adecuado de todas las variables que intervienen en el
proceso. Ademas, se escogié un animal de experimentacion grande, como es el cerdo, en un
modelo de trasplante renal que guarda la maxima similitud con el humano. Se ha reproducido
el sindrome de isquemia/reperfusion realizando un trasplante renal heterotépico, con donante
a corazoén parado, con diferentes tiempos de isquemia caliente predeterminados. Todo ello
difiere de la mayoria de los trabajos realizados hasta el momento, en los que se suelen
emplear animales pequefos como la rata, en los cuales se provocd dafio por
isquemia/reperfusion simplemente pinzando y despinzando el pediculo vascular. En definitiva,
se ha intentado reproducir con la maxima similitud posible y reduciendo al maximo el niumero

de variables aquella situacion clinica que se daria en el humano.

Es conocido que durante la lesidon por isquemia-reperfusién actuan factores de
crecimiento que son imprescindibles en los momentos de intensa reparacién tisular. Se ha
intentado definir mejor cual es el papel de TGF-beta1, de gran potencial en el desarrollo de

fibrosis y de la que es la nefropatia crénica del injerto en los momentos iniciales del sindrome
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de isquemia-reperfusuion. Para ello, en el presente estudio se evalué la expresién del TGF-
beta1 y del 18s en tres situaciones diferentes: presencia o ausencia de la CsA, presencia o

ausencia de isquemia caliente, isquemias calientes progresivas.

Junto con el TGF-betal se evalué el estado energético celular analizando los
nucledtidos fosforilados y sus metabolitos, en las que estan implicadas la mitocondria y la
cadena fosforilativa, que es el primer punto de ataque de la hipoxia, circunstancia que conlleva
a una disminucion de la sintesis de ATP. Asimismo, se evaluaron la accion de los RLO, por
medio de las determinaciones de las sustancias vasoactivas sintetizadas por accion de los
RLOs al actuar sobre las membranas celulares (tromboxano y prostaciclina). Por ultimo,
también se evaluaron los mecanismos implicados en este proceso, como la produccién por
parte del endotelio de sustancias vasoactivas: endotelina y oxido nitrico. En un intento de
valorar la accién conjunta de todas estas sustancias vasoactivas se determin6 el flujo de la

arteria renal.

El diagndstico actual de las enfermedades renales y la eleccidon del mejor tratamiento
se basan en una combinacién de determinaciones clinicas y patologicas. Con los avances de
las técnicas de bioquimica y la biologia molecular, ya es posible identificar los cambios
genéticos y bioquimicos fundamentales que pueden haber iniciado la enfermedad o haber
contribuido a su desarrollo. Esta tesis describe parte de la tecnologia que puede conducir a
cambios significativos en el diagnéstico precoz de las enfermedades del trasplante renal, su
caracterizacion y tratamiento, ademas de una potencial prevencion. Por ejemplo, las técnicas
diferenciales que identifican alteraciones génicas pueden mostrar los cambios en los modelos
de expresion del mMRNA, ademas de identificar previamente genes desconocidos y reevaluar
nuevos comportamientos de genes ya involucrados en las enfermedades del trasplante renal.
La generacién de mapas con los polimorfismos gendmicos facilitara selecciones genéticas que
identifiguen genes o combinaciones de genes que producirian una mayor susceptibilidad a las
enfermedades. Combinando analisis gendmicos con estudios epidemioldgicos, sera posible

identificar factores ambientales que puedan contribuir al desarrollo de la enfermedad renal,
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principalmente en individuos genéticamente susceptibles. Ya existe un importante nimero de
nuevas terapias, entre las cuales se incluyen reactivos que mimetizan la funcién de citoquinas
especificas, chemoquinas y efectores celulares. Con el listado en mano de los genes de las
enfermedades renales, toda fisiologia y patofisiologia renal se podra determinar, lo que
conduciria al descubrimiento de intervenciones farmacoldgicas orientadas hacia estos genes, y
sus subproductos podrian jugar un papel determinante en la patogenesis de la enfermedad

renal pretrasplante y postrasplante *%.

A pesar de no ser directamente aplicable a las situaciones humanas del trasplante
renal, este modelo experimental evidencia muchas aplicaciones clinicas potenciales. Por
ejemplo, existen indicios de que algunos nuevos farmacos inmunosupresores para uso en
trasplante renal son efectivos en la prevencién o en el tratamiento de la fibrosis renal. Existen
también numerosos métodos potenciales de manipulacion de la lesion de isquemia-reperfusion
que se mostraron capaces de reducir tales efectos adversos iniciales **°. Con este modelo
experimental se podrian evaluar los posibles beneficios a largo plazo de estas estrategias

farmacolégicas >"°.

“La conversacion célula a célula” es una expresion utilizada por lo general para
designar los procesos interactivos entre las células. Esta idea es particularmente relevante en
el caso del rifidn, en el que se da una importante heterogeneidad de poblacion celular, que
presenta diferentes estructuras y funciones. Comprobar que dicho concepto ocurre por medio
de un modelo experimental in vitro es una tarea muy compleja, ya que ningun modelo es
perfecto; ademas, las células no dispondrian de la multitud de citoquinas, factores de
crecimiento u otras proteinas esenciales que serian necesarios para la interaccion de los
genes que regulan la funcion renal. A pesar de que el TGF-p esta muy bien identificado por su
actuacion en la fibrosis renal, su expresion precoz también se supone pensada para que ayude

en la regeneracion renal *"".
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La biologia molecular aplicada al estudio de las citoquinas nos ayuda a entender la
compleja sefializacion y vehiculizacién de mensajes entre células. En el caso del riiidn, esta
sefalizacién es mas compleja y apasionante dadas las diferentes estirpes celulares que
componen el tejido renal. La importante capacidad regeneradora y la sensibilidad a la lesion
que tienen algunas células del tejido renal (por ejemplo, las células tubulares) hacen que en
este érgano las citoquinas y factores de crecimiento implicados en estos procesos tengan un
papel clave en el estudio de los mecanismos de reparacion. Entre estos factores, el TGF-8

juega un papel crucial, también en regeneracion aguda del érgano.

El principal problema cuando se compara un estudio llevado a cabo en humanos con
un modelo experimental es la fidelidad con que se reproducira el modelo en estudio, ya que
muchos factores pueden influir en la expresion de los genes en un estudio llevado a cabo en
pacientes. No obstante, el modelo utilizado en este estudio reproduce con completa fiabilidad
todos los hechos de un trasplante renal en humanos, incluyendo la inmunosupresién. La
fiabilidad de los datos obtenidos en este estudio estd comprobada, ya que se transcribié un

modelo en el que el escenario del trasplante renal se reprodujo integra y completamente.

Puesto que todavia es relativamente limitado el conocimiento detallado sobre los
cambios celulares y moleculares tardios que ocurren en el rifidn después de la lesién por

372

isquemia-reperfusion °'“, se optd por estudiar este modelo experimental con tiempos bien

definidos en lo concerniente a la isquemia provocada. Los eventos iniciales involucrados en la

lesién por isquemia-reperfusion fueron descritos detalladamente por Takada et al *">.

Es facil prever que después del trasplante el influjo de los mediadores inflamatorios,
junto con la degradacion de las células en necrosis, requiere una matriz extracelular mucho
mas fluida, y los enzimas degradantes, por lo tanto, se tienen que regular en el intersticio renal.
En el compartimento vascular después de la lesion por isquemia-reperfusion, el dano al
endotelio celular asociado con la migracién de células musculares lisas de la capa media hacia

la intima requiere la destruccién de la capa interna elastica de los vasos ™.
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La valoracion de los efectos de la lesién por isquemia-reperfusion en humanos es una
tarea ardua y dificil, debido a la inmensa cantidad de variables de confusién. Quiza la situacion
mas cercana sea el trasplante renal, en cuyo caso se comparan donantes cadaveres
convencionales (DC) con aquellos procedentes de los donantes a corazdn parado (NHBD),
que sufrieran, por supuesto, isquemia caliente *°. En un experimento realizado anteriormente
5 no se encontré ninguna diferencia en la expresién del TGF-B, MMP-2 o colageno Il en los
primeros seis meses después del trasplante, incluyendo una valoracion realizada al cabo de

siete dias de la cirugia, cuando se compararon los dos tipos de donantes: DC y NHBD *°.

El aumento de la sintesis de mRNA del TGF-f observado en este modelo durante la
primera semana postrasplante no deberia relacionarse con la generacion de fibrosis y posterior
desarrollo de nefropatia cronica del injerto (CAN), como si ocurre en fases mas tardias. La
explicacién de esta sobrerregulaciéon deberia encontrarse en el incremento de la capacidad
regenerativa celular para reparar y subsanar el dafio celular producido por la isquemia-
reperfusion. De hecho, en la mayor parte de los pacientes que sufren NTA, tras la
recuperacion de ésta, la funcién del 6rgano puede llegar a ser incluso enteramente normal, lo
que da una idea de la restitucién de los mecanismos fisioldgicos que se producen en las

células renales dafadas incapaces de llevar a cabo sus tareas habituales.

Cada vez mas, los donantes a corazén parado (NHBD) y otras categorias de donantes
marginales (extended donors criteria) son considerados fuentes potenciales de érganos para el
trasplante renal clinico. La condicién de este drgano, los riesgos del procedimiento y el
resultado final del trasplante estan condicionados por una variedad de circunstancias,
incluyendo el estado del donante, los efectos de la isquemia, almacenamiento (isquemia fria) y
reperfusion. El proceso inicial de isquemia/reperfusion (I/R) parece desencadenar una mayor
actividad de los antigenos de grandes complejos de histocompatibilidad (MHC); el aumento
potencial de la immunogenicidad del 6rgano trasplantado puede promocionar una respuesta

inflamatoria no especifica que, a su vez, puede tener una interacciéon amplificando la cascada
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molecular de adhesién a las citoquinas, interaccion que caracteriza la lesion immunolégica *%2.
Tales observaciones explicarian muy bien la aparente sinergia entre el retardo del inicio
funcional del aloinjerto renal y el rechazo agudo del aloinjerto renal, que juntos producen los
peores resultados, tanto a corto como a largo plazo, si se considera una de las patologias
individualmente %, Los primeros cambios observados en la dindmica renal inmediatamente
subsiguientes a la lesion por isquemia-reperfusion parecen contribuir a los subsiguientes
cambios que van a ocurrir en el injerto. La primera lesion es el aumento en la circulacién de las
moléculas P-selectin, que se mueven por la superficie endotelial de los vasos en menos de
cinco minutos de la reperfusion del érgano, de modo que empieza el escalén de dificultades
iniciales para conducir los leucocitos polimorfonucleares (PMNs) por la intima de los vasos,
que por ellos mismos estimulan las actividades de otras poblaciones leucocitarias, y la

consiguiente expresién de sus productos **°.

En el analisis y la discusion de las variables descriptivas, se observd sobre la
viabilidad que los cuarenta casos estudiados fueron validos para el analisis estadistico y no
hubo casos perdidos. Asi, el grupo de 90 minutos de isquemia tuvo un 60% de érganos
viables; el de 30 y 45, un 80%, y el grupo control alcanzé un 100% de viabilidad. Por lo tanto,

a mayor tiempo de isquemia, menor viabilidad (p=0,011).

Con respecto a la histologia, se observé que a medida que aumentd el tiempo de
isquemia caliente se intensificaron los cambios histolégicos, aumento el porcentaje de necrosis
cortical y la intensidad de la necrosis tubular aguda. El grupo control no presentdé ningun caso
de necrosis cortical; el de 30 minutos de isquemia, un caso de necrosis cortical 100% y otro
10%; el de 45 minutos, dos casos de necrosis cortical, y el de 90 minutos, cuatro casos
divididos en dos casos de necrosis cortical 100% y dos 10%. En el grupo control, 30, 45 y 90
minutos de isquemia caliente hubo, respectivamente 5, 3, 2 y 1 casos sin ningun tipo de

necrosis.
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El hallazgo que mas nos sorprendié fue observar un 60% de los rifiones sometidos a 90
minutos de isquemia caliente serian viables funcionalmente. La prevision inicial seria que todos
deberian ser inviables. El tiempo de isquemia caliente afecta a la histologia del érgano,

aunque no de la manera en que se podria esperar.

Se llegé a la conclusion de que los cambios histoldgicos relacionados con el
rechazo como tubulitis, afectacién de intersticio, glomérulos y vasos no guardaban relacién
con el tiempo de isquemia, pues fueron observados en todos los grupos y con distinta

intensidad, en un principio no relacionada con el tiempo de isquemia de los mismos.

En cuanta a la anatomia patoldgica y el TGF-B se sabe que la tubulitis renal es un
suceso que caracteriza el diagnostico y el tratamiento del rechazo agudo del aloinjerto renal.
Ademas de la vasculitis, la extension de la tubulitis es utilizada en el escore cuantitativo de
Banff, con lo que se define la severidad de las lesiones asociadas con el rechazo. En los
cortes histologicos, en todas las secciones que mostraban rechazo celular agudo, hubo una
localizacion predominantemente tubular de la expresion del TGF-B1 que contrastaba con la
distribucion mas extendida de la misma expresién del TGF-p1 en el rechazo crénico 8. Se
demostré que el tejido renal normal no contiene linfocitos o células CD103+ intratubulares.
Ademas, las células CD103+ se encuentran exclusivamente en el epitelio tubular. La
activacion local de este proceso ocurre por la accién de células T activadas por el TGF-p *7°.

La presencia de células epiteliales tubulares (TEC) apoptéticas es una caracteristica

comunmente observada en el rechazo agudo del rifion trasplantado *%.

Se dio una distribucién equitativa de lesiones histoldgicas identificadas en el quinto dia (ver
tabla 12). Permanecian en estado normal (No) el 27,5% de los 6rganos; 12,5% presentaron
necrosis cortical total (NC); el 60% restante de los 6rganos presentd necrosis tubular aguda
(NTA). Tres 6rganos presentaron concomitantemente NC de un 10% y NTA +++ (ver tabla 14).

Se comprobé que el hallazgo histolégico no tuvo ninguna relacién con la expresion del TGF-
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beta1 al quinto dia en los rinones viables. De esta forma se pudo afirmar que dichas

expresiones no son distintas para grados progresivos de lesién histolégica.

Fue muy importante el hallazgo, de que los rifiones no viables (con necrosis cortical) no
tuvieron expresion de mRNA TGF-beta1, lo cual, por otra parte validé la histologia con

necrosis cortical, como un criterio adecuado de no viabilidad.

Tampoco se demostré que las variaciones en la expresién media al quinto dia del
TGF-betal en el grupo control y en los grupos de isquemia caliente progresiva fuera
diferentes. En todos los grupos se demostré un aumento de expresion del TGF-betal al

guinto dia.

El nivel de la creatinina sérica fue utilizado para evaluar la funcién renal. Se observé que
los grupos control y de 30 minutos de isquemia presentaron niveles similares a lo largo de las
fases del estudio. A partir del primer dia, se encuentran diferencias significativas entre el grupo
control y los de mayor tiempo de isquemia (45 y 90 minutos). El grupo de mayor tiempo de
isquemia (90 minutos) fue el que tuvo niveles de creatinina mas elevados de forma

significativa.

La creatinina presentd una elevacién durante el primer y tercer dia y posteriormente
una tendencia a la estabilizacion en el quinto dia. Las diferencias entre los grupos de isquemia
caliente y el grupo control fueron evidentes en cuanto a los valores séricos alcanzados.
Ademas presentd una pendiente de crecimiento menor en el grupo control, cuando se compara

con los grupos de isquemia caliente.

En cuanto a la influencia del tratamiento con CsA y la expresion del TGF-beta, se
sabe que este inmunosupresor, no es capaz de controlar la proliferacion de células T activadas
y el conocido incremento de la produccién en humanos del TGF-p por las TEC *'

Recientemente, el grupo Banff de estudio propuso que la identificacién de los linfocitos T
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citotoxicos podria aumentar el diagndstico del rechazo y/o predecir disfuncién tardia del injerto
32 Se considera que la CsA es capaz de elevar la produccion del TGF-B1, tanto in vitro como
in vivo. Esta caracteristica del farmaco podria conducir a un efecto negativo sobre la

supervivencia de los injertos tanto a corto como a largo plazo.

En el presente estudio, se comprobé que la utilizacién de la CsA no determind
diferencias en el grupo de control con diez animales. Asi, se pudo afirmar que las dos
ramas del grupo control no son distintas; no se detectaron diferencias significativas atribuibles
al uso de la ciclosporina. Hay que sefalar que dicha conclusién debe limitarse al corto periodo
de cinco dias que dur6 el experimento y a la lesidn por isquemia-reperfusion. En
consecuencia no se pudo atribuir a la utilizacion de CsA la sobreexpresién del TGF-beta
al quinto dia del trasplante renal. De hecho, la expresion de TGF-B1 al quinto dia en el grupo
tratado con Aza apuntaba para una tendencia de mayor expresiéon de TGF-beta1, a pesar de
ser la CsA tedricamente mas estimulante del TGF-B1 que la Aza. La explicacion a este
resultado podria derivarse de la menor dinamica del estado celular del grupo tratado con Aza
(o peor, con CsA), pues en este estado, la sensibilidad del tejido renal al efecto nefrotoxico de
la CsA es mayor. Esto explicaria una mayor capacidad regenerativa en el grupo tratado con
Aza. A pesar de todo, no hubo diferencias significativas entre ambos grupos control, por lo que

se consider6 adecuado unificar ambos grupos de tratamiento como un grupo control Unico.

La influencia de la isquemia en la expresion del TGF-beta, se observé que el TGF-$
esta presente en todos los tejidos, pero es particularmente abundante en los huesos, los
pulmones, los rifiones y en los tejidos placentarios. Muchos tipos de células parenquimatosas
producen el TGF-B, pero no todos. También es producido o liberado por células que infiltran
los tejidos como los linfocitos, los monocitos/macréfagos y las plaquetas. Acompanando la
cicatrizacién o la inflamacion, todas estas células son fuentes potenciales de sintesis del TGF-
B. En general, la liberacion o activacion del TGF-B estimula la produccion de multiples
proteinas de matriz extracelular e inhibe la degradacion de estas proteinas matriz, salvo pocas

excepciones. Las acciones del TGF-f contribuyen a la reparacién tisular, que bajo
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circunstancias ideales conduce a la restauracién de la arquitectura tisular normal, y también
puede involucrar componentes de la fibrosis tisular. En muchas enfermedades, una cantidad
excesiva del TGF-B contribuye a la formacion de una excesiva cantidad de fibrosis tisular que
compromete la funcién normal del 6érgano, tépico que ya fue sujeto de numerosas revisiones
%3 Se desea, ahora, discutir el papel del TGF-B, con particular énfasis en su participacion en

los primeros momentos del sindrome de isquemia-reperfusion.

El TGF-B1 es un factor de crecimiento multifuncional que influye en varios procesos
celulares fisioldgicos y de desarrollo. En muchos casos, el TGF-f1 puede conducir a un
incremento de la respuesta regenerativa celular, pero existen situaciones en las que una
persistente sobreexpresién o una activacion no reglada del TGF-B1 conducen a una
sobrerrespuesta que podria provocar una fibrosis importante o una enfermedad proliferativa 3+
%5 Sin embargo, el significado del incremento del TGF-p1 después de la lesion isquémica no
se puede comprender perfectamente hasta que otros experimentos establezcan sus efectos
deletéreos. Es importante destacar el hecho de que la expresion aumentada del TGF-p1
MRNA puede jugar un papel relevante en la recuperacion y restructuracién renal sin conducir,

con esto, a cicatrices detectables o a la cronicidad *"2.

Citoquinas y factores de crecimiento, entre otros factores solubles, coordinan la
respuesta inflamatoria mediante el control de la naturaleza del infiltrado inflamatorio y sus
funciones, y de las células inmunoefectoras en el sitio de lesion. Sin embargo, la cuestion
relevante y critica aqui es determinar la verdadera interdependencia entre los eventos
epiteliales, endoteliales e intersticiales que conducen a la inflamacion. La elucidacién del
camino entre lesion epitelial e inflamacion tisular, ambas en el ambito celular y molecular,
determinara una mejor comprension de las relaciones entre la lesion inespecifica, que sirve de
punto de partida para la inflamacion, los mecanismos especificos de las células T, y la
respuesta inmunoespecifica *2. Es importante reconocer que ni el infiltrado inflamatorio ni la
expresion de cualquier citoquina es, a priori, evidencia de una respuesta inmune antigeno

especifica. Del mismo modo, en una enfermedad inmunoldgica, la herida puede ser la causa
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de la expresion de las citoquinas, mucho mas que el efecto, siempre involucrado como la
explicacién de tal asociacion . Asi, el desarrollo de una lesién o herida puede propiciar la
respuesta de citoquinas inflamatorias, que a su vez pueden alterar profundamente la
interpretacion de su probable causa, sea inmunoldgica o no. Es mas, la lesidn que conduce a
la inflamaciéon puede promocionar en ciertos casos ciertas respuestas especificas, hasta
culminar con el ciclo de lesion — inflamaciéon — lesién. No obstante, una simple citoquina no
“causa” la lesion, la cronicidad o da una explicacion a ambas. Mejor dicho, la persistencia de la
citoquina nos deberia estimular a estudiar persistentemente el hecho de que se la esta

induciendo a elevarse, y eso nos llevaria a la causa *'2.

La compresion de la supervivencia o muerte celular se relaciona con la regulacion
molecular que ejerce una familia multigénica, cuyos miembros incluyen inhibidores de la
apoptosis o aceleradores de la apoptosis *’%. Si el proceso de reparacién no se ha producido o
bien se ha cumplido, el proceso de muerte celular podria comenzar. Un ejemplo de ello es la
hipoxia, donde, por un lado, la presencia de radicales libres derivados del oxigeno y, por otro
lado, la modulacion de factores de crecimiento, vasodilatadores y otras citoquinas regularian el
equilibrio entre factores apoptoticos frente a antiapopitéticos, con los que finalmente se

produciria el fracaso o el mantenimiento de la vida celular *¥'.

Muchos factores claves del crecimiento celular epitelial renal son conocidos por su
papel en la regeneracion renal después de la lesion por IR. Ademas, se ha demostrado que
existe una relacion entre la supervivencia celular promocionada por tales genes y la
regeneracion del epitelio tubular dafnado por medio de la actuacion de factores de crecimiento
renal especificos, cuya expresion puede haber sido facilitada por poblaciones celulares
protegidas por estos genes antiapoptéticos *'. En estos casos, el TGF-p1 se expresd con
intensidad baja o moderada en la nefrona distal, asi como con bajos niveles en el tubulo
contornado proximal. La expresion del TGF-1 no estaba correlacionada con la expresién del

gen Bcl-2 (gen antiapoptético), pero si estaba sobrecontrolada (up-regulated) por el epitelio
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tubular contornado proximal (PCT) en regeneracion y por el epitelio de la parte descendente de

henle (PST) durante la reparacion después de la lesion isquémica >"".

En la presente tesis se demostré que las variaciones en la expresiéon del TGF-beta1
estan relacionadas con las fases del estudio (intra-sujetos), y no se relacionan con los grupos
de isquemia caliente progresiva, analizados por separado o con el grupo de control (inter-
sujetos). Se dio una mayor expresion del TGF-beta1 al quinto dia, en los cuatro grupos en
general. Este hecho demostré que la sobreexpresion del TGF-beta esta asociada con las fases
del estudio (B, IF, IR, 5D), y que la isquemia caliente progresiva no redundd en una expresion
distinta de la citoquina. No se pudo atribuir a la isquemia caliente la mayor expresion del
TGF-beta. Asi, la produccién de la citoquina se debe a un mecanismo de “todo o nada”,
en respuesta a lesiéon isquémica en la que se produjo la citoquina independientemente de la
intensidad de la agresion isquémica. Lo que se observé representaria una respuesta fisiologica
uniforme a todo suceso isquémico. Aunque no se pueda descartar que el aparato celular
responsable de la respuesta se hubiera dafado con la isquemia caliente, debido a que el
grado de lesién sea tan importante que la respuesta que se observd fuera debida a la
produccion de TGF-beta1 tan poco por parte de las poblaciones celulares que sobrevivieron al

suceso isquémico.

Es evidente que la explicacibn debe buscarse en los mecanismos de
conservacion/depredacion del DNA y RNA celular. En presencia de isquemia caliente, la
degradacién celular y, por tanto, la muerte celular puede ser mayor, de modo que disminuiria
el numero de células capaces de regenerarse correctamente, o disminuiria la respuesta de las

existentes. En la isquemia fria, estos procesos estan preservados.

Sin embargo, el hecho de que la expresion del gen empleado como housekeeping, el 18S,
fue constante durante todo el estudio en cada sujeto, entre grupos y en la evolucion del estudio
iria en contra de esta hipdtesis. En conclusion el analisis estadistico de los diferentes grupos

segun el tiempo de isquemia caliente concluyé en la no significacion de esta variable en la
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expresion del TGF-beta1, muy probablemente debido a un mecanismo de produccion de TGF-

beta1 con respuesta do tipo “todo o nada”.

En las variaciones del flujo arterial, se sabe que la habilidad de los vasos
sanguineos para responder a los cambios en el flujo y presién sanguinea por modificaciones
del tono del musculo liso vascular fue apreciado por primera vez por Bayliss hace casi cien

afos 2°,

Nuestro grupo de investigacion, en un estudio previo, demostré que las variaciones de
los niveles de las sustancias vasoactivas, observadas entre las fases Basal e IR, influyen en
las modificaciones que experimenta el flujo de la arteria renal en las mismas fases '*°. En este
estudio se pudo comprobar que la isquemia caliente produjo un descenso del flujo renal arterial
y venoso, asi como que los érganos viables tuvieron valores de flujo significativamente

mayores que los no viables "*°.

Antes de analizar las sustancias vasoactivas se procedié al estudio del flujo renal
arterial y venoso. Después se averiguo si existia relacion entre éste y el resto de las variables

analizadas, en especial con la expresion del TGF-beta1.

Las diferencias observadas en el comportamiento del flujo arterial se atribuyeron a las
fases estudiadas, ya que no se demostraron cambios segun los grupos de isquemia progresiva
estudiados, asi como tampoco interaccién fase-isquemia. A pesar de que esperabamos que
existiera lugar un flujo menor a medida que se incrementara la isquemia caliente, la variable se
comporté con mucha dispersion estadistica en relacién con los valores encontrados (el valor
minimo del flujo arterial para un érgano viable fue de 24,07ml/seg, valor que estuvo muy cerca
del valor minimo para un no viable: 19,78ml/seg), con lo que se determind una desviacion
estandar demasiado grande para que fuera posible una solidez estadistica en afirmarse algo

tan contundente. No obstante, se observé que era posible establecer un modelo prondstico de
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viabilidad con un valor predictivo positivo de un 95%, que involucré a la vez la ET-1, el ADP y

el flujo arterial, tomados en la fase de IR ™.

En cuanta a las sustancias vasoactivas, se sabe desde hace veinte anos que el
endotelio vascular, mediante la sintesis y liberacién de sustancias vasoactivas, juega un papel
critico en la regulacion de la hemodinamica circulatoria. Este concepto fue planteado por

primera vez por Bunting y Moncada en 1976.

El endotelio vascular produce numerosas sustancias, de entre las cuales nos
detendremos en: ET-1 y NO; asi como a consequencia de la produccion de RLO se liberan
otras sustancias vasoactivas como: TXB, y PGl,. Es conocido que de estas sustancias no
actuan de forma individual, en las variaciones del flujo renal, que ocurre en el sindrome de
isquemia-reperfusion, sino que es el conjunto de todas ellas y las interacciones entre si .
Estas sustancias tienen propriedades vasoactivas y pueden influir sobre el endotelio. La ET-1y
TXB, son vasoconstrictores, mientras que NO y PGl, son vasodilatadores. Por tanto, es muy
probable que las variaciones en los niveles de estas sustancias afecten decisivamente al flujo

renal (sus resistencias vasculares) y, por consiguiente, a la viabilidad del érgano. Se analizé

tanto por separado como en conjunto el efecto de las sustancias vasoactivas.

Sobre la relacion entre las sustancias vasoactivas y el TGF-p hay estudios recientes

388

que demuestran que el TGF-B1 aumenta la produccién de endotelina-1 (ET-1) e inhibe la

produccién del éxido nitrico (NO) por la célula endotelial **°.

El TGF-B1 juega un papel
importante en el desarrollo y en la progresién de la lesion renal cronica. Este efecto deletéreo
es producido por el TGF-B1 y por la ET-1 actuando de forma conjunta, con un mecanismo
sinérgico de accién que, a su vez, acelera la fibrosis y el fallo renal ?***%. Todavia no esta

aclarado de forma satisfactoria el papel que juegan el TGF-B1 y las sustancias vasoactivas en

los momentos inmediatamente anteriores y posteriores a la lesion por isquemia-reperfusion.
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Productos celulares, que aparecen a lo largo del tiempo después de la isquemia inicial
y que estaban asociados a los cambios debidos a la insuficiencia renal crénica anterior,
también son reducidos. La endotelina, por ejemplo, disminuye el flujo sanguineo renal por
medio del incremento de la resistencia vascular renal **'. Demostrado en los monocitos

39,

humanos por técnicas de inmunohistoquimica y andlisis Northern 32, la endotelina-1, un

producto inductor de la fibrosis, estimula la produccion de IL-6 por parte de los monocitos

humanos 3%,

El TGF-B, también asociado con la fibrosis, experimenta gradualmente un
aumento de expresion después de la isquemia fria inicial. Y también se logré conseguir una
menor expresion del TGF-p después de la misma isquemia fria inicial, cuando el 6rgano era

tratado previamente a la extraccion con la forma soluble de la glicoproteina P-selectiva ligante-

1 (sPSGL) *".

Asi, para el caso de la endotelina-1, en nuestro estudio se confirmaron los datos ya
descritos en la literatura, que reflejan su comportamiento fisiolégico. Por lo tanto, se confirmd
la relacion segun la cual a mayor isquemia caliente, mayor liberacion de endotelina-1. Se
observé que era posible establecer un modelo pronéstico de viabilidad con un valor predictivo
positivo de un 95%, que incluy6 a la vez la ET-1, el ADP vy el flujo arterial tomados en la fase
IR. Ademas, y a pesar de lo que se ha publicado sobre la ET-1, no se pudo demostrar ninguna

otra correlacion efectiva y eficaz entre ella y cualquiera de las otras variables estudiadas.

Se sabe que periodos severos de isquemia tales como 30-90 minutos, seguidos de la
reperfusion llevan a distintos grados de lesién de los tejidos. La lesién de isquemia-reperfusion
ya esta bien descrita en el caso del rindn. Generalmente, después del inicio de la reperfusion,

tiene lugar una disfuncién endotelial del lecho vascular isquémico %

, seguida por una
importante adherencia de neutréfilos al endotelio y su eventual migracion hacia los tejidos del
entorno vascular. La disfuncion endotelial inicial parece ser debida a la formacién de radicales
libres por parte del endotelio **. El incremento de los radicales superéxidos se opone a los

factores relajantes endoteliales NO y Prostaciclina. Este bloqueo presupone un importante

suceso patoldgico que sensibiliza el endotelio para una subsiguente invasion neutrofilica >%°.
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A pesar de que el TAX; se haya correlacionado con otras sustancias vasoactivas, este
hecho se atribuye apenas a sus caracteristicas fisioldgicas, y no a una interrelacion atribuible
al TGF-beta. Esta hipotesis ya fue descartada, porque las variaciones en la expresiéon del TAX;
no estan relacionadas con las fases del estudio ni con el grupo de control y los grupos de
isquemia caliente progresiva analizados conjuntamente. EI TAX; no present6 ningun cambio

en el estudio.

Asi, para el caso de la prostaciclina se confirmaron los datos también ya descritos en
la literatura, que reflejé su comportamiento fisiolégico. Por lo tanto, se confirmdé también la
misma relacion descrita arriba: a mayor isquemia caliente, mayor liberacion de prostaciclina.
Este suceso se debié a un proceso de biofeedback positivo con respecto a la liberacion de la
ET-1 por el endotelio vascular. También se constaté que en la ausencia de isquemia caliente,

la prostaciclina mantiene un comportamiento plano y constante.

El efecto de la modulacion del 6xido nitrico (NO) y la expresion del TGF-p1 y de las
proteinas de la matriz en la nefrotoxicidad crénica por CsA se pueden ver agravados por el
bloqueo del NO y mejorados por el aumento del mismo, lo que sugiere que el NO mantiene
una funcion protectora. Asi, la modulacion del NO esta asociada con un cambio en la
expresion del TGF-B1, que, a su vez, esta asociado con las alteraciones de depésito y

degradacion de la matriz 3%,

En este estudio se demostré que las variaciones en la determinacién del NO estaban
apenas relacionadas con las fases del estudio y so6lo con ellas. No hubo ninguna variacion
estadisticamente significativa en relacion con los grupos de estudio (control y los de isquemia
caliente progresiva). De este modo, el cambio sufrido por la variable NO se atribuy6 a las
sucesivas fases del experimento. Se presentaron dos picos de expresion del NO, uno en
la fase de IC y otro al quinto dia (5D), tanto para el grupo control como en los grupos de

isguemia caliente progresiva
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Este estudio demostr6 que hubo una relacion inversa entre las sustancias
vasoactivas y el TGF-B, o sea, tras la fase de isquemia-caliente (IC) subieron la ET-1, el
TAX, y la PGl,, bajoé el NO y no se alterd la expresion de la citoquina. Mientras que al

quinto dia no se alteraron la ET-1, el TAX,y la PGl,, pero subieron el NO y el TGF-betal.

El 6xido nitrico es un potente vasodilatador que inhibe la adherencia leucocitaria y la
agregaciéon plaquetar. Durante la lesidn por isquemia-reperfusion juega un papel importante
manteniendo el flujo sanguineo renal durante la recuperacion del dafo isquémico. Asi, se
comprobd lo que se esperaba que ocurriera en la fase de IC y también al quinto dia (5D) del
estudio, los dos picos de expresion observados. La isquemia caliente dafa la produccién basal
de NO. Con la reperfusion se recupera la capacidad de sintesis de NO. EI NO tiene un efecto
beneficioso sobre la viabilidad del 6rgano; tiene un papel citoprotector durante la isquemia-
reperfusion. Para finalizar, se logré encontrar fuertes e interesantes correlaciones entre el NO
y el ADP, el NO y la CE, y el NO y el ATP. Significd que la expresion del NO esta relacionada

con la integridad del aparato energético celular o viceversa.

En resumen, también se podria afirmar que son las variaciones que experimentan
los niveles de ET-1, TXB,, PGIl, y NO provocadas por el dafio de isquemia-reperfusién

las que explican el grado de disminucion del flujo arterial tras reperfusién.

En el estado energético, se ha realizado un analisis del metabolismo de los
nucledtidos de alta energia, calculando los niveles de adeninucleétidos y sus productos de
degradacién mediante HPLC. Al igual que en otros estudios experimentales 2°06-268:271:273,397-399,
en este trabajo se comprob6é que el estado energético renal es uno de los parametros
afectados como consecuencia del dafo por isquemia-reperfusién en el trasplante. La carga

energética representa el balance entre energia consumida y generada. Sin embargo, el total

de adeninnucleéticos (ADN) representa la capacidad potencial del érgano para generar ATP

400
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Todos los rifiones no viables presentaron niveles menores de CE, ATP, ADP y AMP a
lo largo del estudio en todas las fases analizadas; estas diferencias resultan significativas
estadisticamente. Por lo tanto, se deduce que, en lo que a la carga energética se refiere,
no es la isquemia caliente en si ni su duracién lo que influye, ya que no se observaron
diferencias significativas entre los diferentes grupos de isquemia caliente. Se puede
imputar a la isquemia fria esta responsabilidad o a otros factores todavia no aclarados

por este estudio.

Asi, se demostrd que las variaciones en la carga energética estaban relacionadas con las
fases del estudio, y que también se relacionaban con todos los grupos de isquemia a la vez
(control e isquemias progresivas). Hubo una mayor expresién de la carga energética al quinto
dia en general. Las diferencias de expresién también se pudieron atribuir a todos los grupos de

isquemia caliente, ya que los grupos se comportaron de manera muy uniforme.

Se demostrd que las variaciones en la determinacién del ATP estaban relacionadas con
las fases del estudio. No hubo ninguna variacién estadisticamente significativa en relacion con
los grupos de control y los de isquemia caliente progresiva. De este modo, el cambio sufrido

por la variable ATP se atribuy6 a las fases del experimento.

También se demostr6 que las variaciones en la determinacién del ADP estaban
relacionadas con las fases del estudio. No hubo ninguna variacién estadisticamente
significativa en relacién con los grupos control y los de isquemia caliente progresiva. Asi, el
cambio experimentado por la variable ADP apenas se atribuy6 a las fases del experimento, ya
que cuando se afadié la totalidad de los grupos estudiados no se demostraron cambios

significativos.

Con esto se demostrd que las variaciones del AMP guardaban relacion con las fases del

estudio, y que también se relacionaban con todos los grupos de isquemia a la vez (control e
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isquemias calientes progresivas). Las diferencias en la determinacion del AMP, ademas de las
fases, también se pudieron atribuir a todos los grupos de isquemia caliente, ya que los grupos

se comportaron de manera muy uniforme.

La valoracion de la reserva energética renal consiste en cuantificar la energia
acumulada en la célula renal. Varios parametros reflejan el estado energético del tejido: el nivel
de ATP tisular, el nivel del total de nucleétidos de la adenina y la carga energética tisular (CE).
El nivel de ATP celular indica el nivel de energia del que dispone el tejido. La CE representa la
habilidad de los mecanismos tisulares para producir energia, y esto se relaciona con la funcion

mitocondrial.

Segun todas las vias observadas, se puede afirmar que la carga energética y sus
derivados (ATP, ADP y AMP) son variables muy importantes, concomitantes a las
variables TGF-betal y NO en el analisis de lo que ocurrié y lo qué podra ocurrir con las
células renales dafladas por la isquemia/reperfusién. Actualmente no se pueden
determinar y comprender exactamente todos los puntos claves de la participacién de
estas variables, asi como el verdadero papel que juegan en este intrincado limite entre
la vida y la muerte de la célula dafiada por la isquemia. Lo que sin duda quedd claro fue
su papel clave en estos eventos, ademas de la necesidad de estudiar mas para
aprovechar mejor su importante potencial en los desenlaces fisioldgicos del tejido renal

en trasplante renal

Uso potencial de la medicion del TGF-B1 en la préctica clinica

Debido a las reservas sobre medicion anteriormente expresadas, en este momento la
medicion del TGF-f tiene una utilidad limitada en la practica clinica. Resulta prometedor como
marcador sustitutivo de CAN, ya que presenta la evidencia preliminar de que correlaciona con

397

los niveles proteinicos de colageno Il seis meses después del trasplante un supuesto
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indicador de posteriores disfunciones del injerto “°'. Asi pues, es posible que el efecto de los

farmacos en el TGF-3 sea susceptible de predecir el éxito potencial para tratar el CAN.

Recientemente, el grupo de Hutchinson *%? ha demostrado que los polimorfismos en el
promotor del gen TGF-B inciden sobre la expresion de la citoquina activa y, por consiguiente,
pacientes con diferentes genotipos de TGF-f tienen diferentes niveles de base de TGF-f3, asi
como propensiones muy distintas a desarrollar fibrosis. Con avances en la inmunosupresion,
esto puede significar que en el futuro los regimenes se disefien en funcidon de las

caracteristicas individuales de cada paciente.

Aun existe poca informacion sobre los efectos de los farmacos en la expresion del TGF-[3.
Ciertos trabajos in vitro ya antiguos sugieren que acaso el tacrélimo tenga menos poder como
estimulador del TGF-B que la ciclosporina “®®, y se estan llevando a cabo estudios clinicos para
comprobar si este hecho se traduce en un descenso de la fibrosis. EI mofetil microfenolato es
un inmunosupresor que, segun ha mostrado el modelo F344 a Lew de trasplante renal en
ratas, previene tanto el aumento en niveles de TGF-3 como los cambios morfolégicos que
suelen darse ***. Grandes ensayos de su uso han mostrado una prometedora reduccién en los
indices de rechazo agudo **°, pero es demasiado pronto para hacer ningin comentario sobre

el posterior funcionamiento del implante *°°.

Pruebas iniciales que introducen mofetil
microfenolato en pacientes con CAN establecido han mostrado cierta mejora en la funcion
renal “4% 'y en una de dichas pruebas se llegé a demostrar un descenso en los niveles

plasmaticos de TGF-B “°.

Es posible que los inhibidores de enzima convertidores en
angiotensina tengan un efecto para reducir el CAN. Aunque han sido estudiados
extensivamente en gran nimero de enfermedades renales cronicas, existe una sorprendente
carencia de datos sobre sus efectos sobre el trasplante renal, de modo que sélo se ha
informado de dos pequefias pruebas incontroladas “°*#'°. Un estudio reciente usé el losartan
antagonista del receptor de angiotensina Il en catorce pacientes con CAN, con cuyo uso se dio

411

una reduccion en los niveles plasmaticos del TGF-B *'', pero no se midieron los niveles

tisulares, y no se produjo correlacion alguna con el resultado funcional.
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Manipulacion directa de la sefializacion del TGF-B1: posibles terapias experimentales

Durante los ultimos anos, los mecanismos de activacion y sefializaciéon del TGF-f en la célula
han sido definidos con gran detalle, razén por la cual se han propuesto varias terapias
potenciales novedosas anti-TGF- que interrumpen esta via en algun momento. Los estudios
iniciales se centraron en antagonizar su accién con anticuerpos *'*'*, o con LAP soluble ™.
Estas estrategias son efectivas para prevenir la fibrosis, pero el problema es que el TGF-8 es
una molécula multifuncional, y los efectos que causan su inhibicién en otros tejidos ain no son
plenamente conocidos. Dado que el TGF-f juega un papel en muchos procesos fisioldgicos,
probablemente sea preciso un enfoque mas especifico. Se ha sugerido, por ejemplo, que los
dos grupos receptores de TGF- B implicados en la transduccion de sefiales pueden tener
funciones diferentes y que el receptor de tipo | es el mas importante en la deposicién de MEC
415 1o cual significa que los antagonistas selectivos se desarrollaran terapéuticamente en el
futuro. En fechas recientes se ha afirmado que el factor de crecimiento tisular conectivo
(CTGF) es mediador de las acciones del TGF-B en la fibrosis *'®. Se ha dicho que éste sélo
actua sobre células tisulares conectivas, y no sobre células epiteliales o inmunes. Si esta
teoria se confirmara en futuros estudios, el desarrollo de los agentes inhibidores de la
produccién o accion de CTGF podria llegar a ser una terapia novedosa y fascinante. Otra
posible meta de intervencion terapéutica son las glicoproteinas locales de la matriz. Se ha
comprobado que una de ellas, en concreto la trombospondina 1, se encuentra aumentada en
trasplantes de riidn en humanos que experimentan rechazo crénico *', y ello parece ser
importante en la liberacion del TGF- fuera del LAP. En un estudio de fibrosis tubulo-intersticial
en ratas, la expresion de la trombospondina 1 se asocié con un aumento del TGF-f3 libre y un

210 En células

descenso del TGF-B vinculado al LAP, asi como a una creciente fibrosis
mesangiales cultivadas, la trombospondina aumenta los niveles de TGF-3 y los de fibronectina
18 Como ya dijimos, otra glicoproteina, la decorina, es un inhibidor natural de la actividad del

TGF-B sobre el tejido conectivo, y un modelo en ratas ha demostrado que previene la fibrosis
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renal *'°. Se demostré que la expresién del TGF-B1 ocurre también en funcién del tiempo
transcurrido después de una lesidn aguda isquémica y, ademas, se comprob6é que dicha
elevacion de la expresién del TGF-B1 ya existe a partir de las 12 postisquemia, y que persiste
durante mas de catorce dias “°. El aumento de la expresion del factor de crecimiento ocurre
de forma predominante en el epitelio tubular en regeneracion o en la médula exterior. Ademas,
el TGF-B1 enddgeno puede actuar como un factor en la restauracién de estructura tubular

renal proximal después de una lesién isquémica “%°.

No cabe duda de que el TGF-B desempefia un importante papel en el desarrollo de
CAN. Sin embargo, como sucede con tantos marcadores putativos de enfermedad, aun se
esta muy lejos de comprender plenamente su funcién, pues ésta se ve afectada por una gran
cantidad de factores, y tiene una gama muy amplia de acciones. A medida que se defina con
mayor precision el papel que juega en la fibrosis, y acaso con el descubrimiento de diferencias
especificas desde el punto de vista isoférmico o de nuevos mediadores en sus acciones, es
posible que el TGF-B acabe siendo un util marcador de diagnéstico y, quiza en ultima
instancia, una potencial meta farmacolégica. Aunque existan aplastantes evidencias que
sugieran que el TGF-B1 juega un papel importante en la patogenesis de la enfermedad
renal, el papel fisiolégico que juega el TGF-Bl1 en el rifibn no esta todavia
adecuadamente elucidado. El TGF-B1 también tiene una importante participacion en la
regeneracion del tejido renal dafiado, ademas de que contribuye a la reparacién y el

mantenimiento de la estructura y funcién tubular.
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CONCLUSIONES

La expresion del TGF-betal no varié de forma significativa en las fases iniciales de
la extraccion y trasplante renal. No aumentd ni después de la isquemia caliente, ni

tras la reperfusién inmediata.

Los niveles del TGF-betal mRNA aumentan significativamente en el postoperatorio
inmediato del trasplante renal (5D) en todos los grupos estudiados. Estos resultados

sugieren que la isquemia fria “per se” aumenta la expresion del TGF-betal.

La terapia inmunosupresora con CsA o Aza no condicioné variaciones en los

niveles de expresion del TGF-betal, durante la lesién por isquemia-reperfusion.

Tiempos progresivos de isquemia caliente no indujeron mayores niveles del TGF-
betal mRNA. Sin embargo, la presencia de isquemia caliente determiné un mayor
nivel de expresion de TGF-betal mRNA respecto a los riflones con tan solo

isquemia fria.

Los niveles del TGF-betal mRNA no se correlacionaron con el grado de lesion

histoldgica al quinto dia.

En los rifiones con necrosis cortical NC no se detect6 TGF-betal mRNA ni 18S

MRNA. Estos datos validan el criterio histoldgico de no viabilidad utilizado en la

tesis: presencia de necrosis cortical.
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7.

10.

11.

Durante la lesién por Isquemia-reperfusién se produce una disminucion del flujo
arterial. Analizado como factor prondéstico de viabilidad asociado a la variable TGF-

betal mRNA no aport6 ningun valor predictivo.

La isquemia caliente disminuye la producion de NO, que se mantiene en niveles
bajos durante la reperfusion, para posteriormente aumentar durante el
postoperatorio del trasplante. Existe una correlacion directa entre viabilidad y
produccion de NO en el postoperatorio EI NO tiene un efecto beneficioso sobre la

viabilidad del érgano durante la isquemia-reperfusion.

El resto de sustancias vasoactivas estudiadas: ET-1, TXA,, PGl, aumentaron tras la
isquemia caliente, para permanecer estables tras la reperfusion en el postoperatorio
inmediato del trasplante. Analizados de forma aislada no mostraron utilidad

pronostica para determinar viabilidad.

La carga energética (CE) disminuye durante la isquemia para recuperarse durante
la reperfusion y seguir aumentando en el postoperatorio inmediato. ¢ Este aumento
de la CE durante la reperfusién fue mayor en los rifiones viables respecto a los no

viables?

Se encontrd una correlacion entre los niveles de expresion del TGF-betal mRNA y

los niveles séricos de NO vy tisulares de ATP al quinto dia (5D). Dicha correlacion es

directa entre TGF-betal y NO e inversa entre TGF-betal y ATP.
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