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FENOMENOS DEL PROCESO I§QUEMIA-RI-;PERFUSI()N EN EL
CONTEXTO DEL TRASPLANTE DE ORGANOS SOLIDOS ABDOMINALES

.  INTRODUCCION

“La oscuridad nos envuelve a todos, pero mientras el sabio tropieza en alguna pared, el
ignorante permanece tranquilo en el centro de la estancia”

Anatole Francois Thibault, 1844-1924

Segun la tradicion cristiana, en el siglo XII, dos gemelos, Cosme y Damian en su afan de ayudar
a otro ser humano, tuvieron la osadia de trasplantar un tejido (extremidad) de un donante
fallecido a un receptor a quien le amputaron su extremidad. Desde entonces y a través de los
siglos, han sido numerosos los personajes que, se han negado a aceptar la muerte de sus
pacientes y han innovado y desafiado los conocimientos médicos al intentar implantar un
tejido o un drgano a partir de un ser humano fallecido (donante), en otro ser humano que lo
requiere (receptor) porque curse con una enfermedad que ha conducido alguno de sus 6rganos
a una falla terminal que implica un caracter irreversible (trasplante).

El primer trasplante de 6rgano (rifidn) fue realizado por el ruso Yu Yu Voronov en 1933 (Starzl,
1993) y desde entonces con el perfeccionamiento de la técnica, el avance en los conocimientos
cientificos, una mejor comprension de la respuesta del cuerpo humano a este proceso y la
perseverancia de muchos inconformes, los trasplantes son, actualmente, procedimientos
estandarizados y exitosos en el mayor porcentaje de los casos.

Pese a todos los avances, dos aspectos siguen impactando de manera negativa y colectiva, la
sobrevida de los injertos y son: la injuria por isquemia-reperfusion (IIR) y el rechazo;
ciertamente y como lo veremos a lo largo de este documento, estos dos aspectos se encuentran
claramente relacionados entre si.

Este documento revisara las consecuencias clinicas, celulares y moleculares del proceso
isquemia-reperfusion con especial énfasis en la manera como estos eventos se conectan con
la parte inmunologica.


https://es.wikipedia.org/wiki/1844
https://es.wikipedia.org/wiki/1924

Il. EL PROCESO ISQUEMIA-REPERFUSION

Il. 1. EL PROCURAMIENTO DE ORGANOS EN EL DONANTE FALLECIDO:

La muerte encefalica, condicion sine qua non en el procuramiento de dérganos del donante
fallecido, se asocia con isquemia generalizada debido a hiperactividad del sistema simpatico
en un intento por mantener una presion de perfusion cerebral; adicionalmente, la mayoria de
los donantes cursan con hipotension severa que requiere la administracion de agentes
vasoconstrictores lo que empeora la isquemia y la hipoperfusion renal. También puede haber
injuria mecanica durante la extraccion y la injuria cerebral puede llevar a liberacién masiva
de citocinas y factores de crecimiento que pueden agravar la isquemia renal. Otra
consecuencia de la muerte cerebral es la regulacion positiva y activacion del complemento y
la reperfusion empeora el estado de oxidacion e inflamacion (Ponticelli, 2013).

De manera inevitable y como una consecuencia técnica, el proceso isquemia-reperfusion se
inicia durante la operacion que realizamos en un paciente con muerte encefalica, para obtener
los 6rganos que van a ser trasplantados. Por eso, revisaremos muy brevemente y de manera
especifica y didactica, algunos aspectos del procuramiento de o6rganos que nos permitan
entender por qué se produce la injuria por isquemia-reperfusion en los 6rganos obtenidos de
donantes fallecidos, aunque la severidad de la injuria puede variar de 6rgano a érgano y de
procedimiento a procedimiento dependiendo de diversos factores.

Sea lo primero aclarar que el procuramiento de 6rganos es una cirugia mayor, realizada por
cirujanos debidamente capacitados para tal proposito y en un ambiente adecuado de asepsia
y antisepsia como un quiréfano o cuarto de operaciones que se encuentra administrado bajo
protocolos de desinfeccion y esterilizacidon. Implica la presencia de personal especializado
para atender todos los requerimientos de esta cirugia y entre ellos, de un anestesidlogo que
esté tratando de manera constante y vigilante al paciente en muerte encefalica (donante)
para que, conserve todos sus parametros hemodinamicos en limites fisiologicos hasta el
momento en que el corazon se detenga durante la cirugia (parada cardiaca).

La preservacion y funcionamiento de los 6rganos depende de que el flujo sanguineo que es el
que trasporta oxigeno y nutrientes no se detenga, pues unos cuantos minutos sin flujo
sanguineo (hipoxia) iniciaran el proceso de muerte celular por falta de oxigeno y se perderan
los 6rganos.



Asi, entendemos claramente que no existen bancos de organos en donde estos puedan ser
depositados y conservados indefinidamente, y que el proceso de embalaje y trasporte de los
organos mientras son llevados al lugar en donde se encuentran los receptores y en donde se
llevara a cabo el trasplante, sucede bajo estrictas técnicas de asepsia, antisepsia,
enfriamiento e infusion de soluciones especiales de preservacion a 4 grados centigrados.

El enfriamiento de los 6rganos es la base de la preservacion ya que enlentece el metabolismo,
disminuye los requerimientos celulares de oxigeno y detiene numerosas enzimas catabdlicas
que en otras condiciones iniciarian procesos de muerte celular minimizando la actividad
enzimatica y minimiza el consumo de sustratos energéticos (Hauet et al., 2001). Sin embargo,
es fundamental tener presente que, si bien es necesaria la hipotermia para la preservacion y
trasporte de los 6rganos ya que a temperatura ambiente el rapido dafno irreversible de la
isquemia se produciria en minutos, el frio es deletéreo para los tejidos y puede causar cambios
semejantes a los de la isquemia en caliente aun en normoxia tales como edema mitocondrial,
edema intra y extracelular, disturbios en la homeostasis idnica, etc.

Estudios en las células hepaticas han mostrado que el enfriamiento y recalentamiento sin
isquemia puede producir apoptosis (muerte celular programada). A nivel renal, hay diferencia
en la tolerancia a la isquemia entre los mas de 26 tipos celulares de un rifidn. Se sabe que las
células mas afectadas son las endoteliales y las epiteliales tubulares (Chatauret et al., 2014)..

Para conseguir la hipotermia se infunden liquidos a 4 grados centigrados y se coloca hielo
alrededor de los dérganos. Adicionalmente, se realiza un lavado intravascular de los 6rganos
con arrastre total de elementos formes de la sangre, isoaglutininas y factores de coagulacion
que, de no ser removidos, obstruirian la microcirculacién. Para el lavado se emplean
soluciones de preservacion que estan compuestas por aditivos que protegen al 6rgano a nivel
celular al prevenir la acidosis, minimizar el edema celular, y aportar precursores de adenosin
tri-fosfato (ATP) (Escalante & Rio, 2009).

Por su extremada simpleza, la conservacion en frio estatica es el método de preservacion mas
utilizado y es el que explicaré a continuacion.

La cirugia se inicia con una incision xifo-pubica o esternolaparotomia (Figura 1). Se separan
los tejidos hasta acceder a las diferentes estructuras vasculares que conectan los érganos
(Figura 2).
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Figura 1. Cirugia de procuramiento de érganos abdominales. El procedimiento requiere una
incision esterno-pubica cuando se va a obtener higado y rifones con propositos de trasplante.
Modificado de: ACSn Surgery: Principles and Practices, 2008.

Se canula (inserta una sonda) la arteria aorta y la vena mesentérica inferior con la finalidad
de infundir las soluciones de preservacion a una temperatura de 4 grados centigrados, a través
de la aorta abdominal y de la vena mesentérica inferior para lavar y enfriar el higado y los
rifones. Simultaneamente, se exanguina el paciente a través de la vena cava.

La infusion y exanguinacion se realiza una vez se ha colocado un clamp en la aorta toracica
(pinzamiento o cierre de la aorta con suspension del flujo sanguineo). Este es el momento en
que el corazon cesa la contraccion.



Figura 2. Canulacion de la aorta y la vena mesentérica inferior para la infusion de soluciones
de preservacion a 4 grados centigrados una vez se ha realizado el clampaje de la aorta.
Modificado de: ACS Surgery, Principles and Practices, 2008.

Simultaneamente, se coloca hielo estéril en toda la cavidad abdominal para contribuir al
rapido enfriamiento de los 6rganos (Figura 3).

Figura 3. Colocacion de hielo con los drganos in situ en el donante para el enfriamiento y
preservacion hipotérmica de los mismos.



A partir del momento en que se coloca el clamp (pinzamiento) en la aorta, se suspende el
flujo sanguineo y de oxigeno a los dérganos y se inicia el proceso de hipotermia. Esto se
denomina isquemia en frio y predominara por las siguientes horas hasta el momento en que
los 6rganos sean reconectados vascularmente en el receptor.

Una vez se han enfriado y lavado los 6rganos, se terminan de separar de sus ligamentos y
adherencias y se extraen para colocarlos en recipientes o bolsas plasticas estériles, embebidos
en soluciones de preservacion a 4 grados centigrados y rodeados de hielo; seguidamente se
realiza el embalaje al colocarlos en neveras que conserven el hielo en su estado y la
temperatura. Y ahora estan listos para el trasporte al centro asistencial de salud y ciudad en
donde se realizara el trasplante (Figura 4).

Figura 4. Embalaje de los 6rganos para el trasporte y conservacion en frio estatica. lzquierda:
rifones; centro y derecha: higado.

En el centro asistencial en donde se llevara a cabo el trasplante, se realiza también la cirugia
de banco o “back table” que es el procedimiento quirdrgico en el cual se prepara el 6rgano
para el trasplante por retirar tejido redundante, independizar las estructuras vasculares y
examinar detalladamente el organo. Esta cirugia, paso previo al trasplante, se realiza con el
organo sumergido en solucion de preservacion y rodeado de hielo tratando de conservar la
temperatura a 4 grados centigrados (Figura 5).



Figura 5. Cirugia de banco o “back table”: Preparacion del 6rgano para el trasplante (en este
caso, pancreas).

Una vez se tiene el receptor (el paciente que sera trasplantado) listo en cirugia y ya hemos
realizado la diseccion hasta el lugar anatémico en el cual se colocara el 6rgano y hemos
preparado las estructuras necesarias para reconectar el 6rgano, se retira el érgano de la
neveray de la solucidn de preservacion. Al entrar a temperatura ambiente, se inicia el proceso
de calentamiento del 6rgano y este periodo comprendido entre el retiro del hielo y el reinicio
de flujo sanguineo y oxigeno es lo que se denomina la isquemia en caliente.

Una vez ingresa nuevamente la sangre caliente al organo ya implantado en el receptor, se
inicia la reperfusion y paraddjicamente, al retornar la sangre y el oxigeno, y por consiguiente
la temperatura, se suceden una serie de fendmenos a nivel molecular que son mas lesivos que
la misma isquemia o hipoxia y que influyen claramente en la sobrevida del 6rgano implantado
objeto de esta revision.

EN SUMA:

Dependiendo de la magnitud y duracion de la isquemia, un drgano sufrira injuria celular
irreversible o se recuperara completamente una vez la duracion de la isquemia critica exceda
los limites. Estos limites varian dependiendo de la temperatura y del érgano en cuestion. A
temperatura corporal, la isquemia critica varia de unos pocos minutos para el cerebro, hasta
unos 30 minutos para el rindn. Mayor tiempo de exposicion a la hipoxia, acarreara
consecuencias deletéreas en el metabolismo celular. A 4 grados centigrados (en preservacion
hipotérmica) la isquemia critica va desde cuatro horas para el corazon hasta 24 horas para el
rinon.



La extraccion, almacenamiento y trasplante de un érgano alteran la homeostasis del 6rgano y
sus efectos se manifiestan tras el trasplante; la isquemia y posterior reperfusion del érgano
genera la injuria por isquemia-reperfusion que se manifiesta con funcion retardada del injerto
y menor sobrevida del mismo.

El fundamento de la preservacion de organos se halla en el enlentecimiento de la actividad
enzimatica disminuyendo la necesidad de oxigeno mediante la hipotermia. La preservacion
hipotérmica minimiza el dano por isquemia-reperfusion, haciendo posible conservar la funcion
y vitalidad de los 6rganos; asi, el enfriamiento se inicia desde el mismo momento en que se
suspende el flujo sanguineo y va hasta el momento en que se han realizado las anastomosis
vasculares de ese organo en el receptor y se permite de nuevo el flujo sanguineo a temperatura
corporal dentro del 6rgano con la recuperacion del oxigeno tisular, el pH y la temperatura.

Il. 2. ISQUEMIA-REPERFUSION. DEFINICION:

De una manera sencilla puede definirse a la isquemia-reperfusion como el dano causado por
la suspension y subsecuente retorno de suplencia sanguinea a los tejidos. La isquemia-
reperfusion (IR) cursa con una secuencia compleja de eventos que involucra la deplecion de
ATP celular, la entrada de calcio, sodio y agua a las células y la activacion de las células
endoteliales e infiltracion de neutrdfilos en los tejidos isquémicos (Hauet et al., 2001). Cursa
con dos etapas: primero, las células se ven sometidas a deprivacion combinada de oxigeno y
nutrientes; segundo, re-oxigenacion (Hu et al, 2015).

Il. 3. ISQUEMIA:

Déficit de flujo sanguineo tisular que puede resultar en daino reversible, siempre y cuando se
restablezca el flujo a tiempo (reperfusion). Este periodo de tiempo es variable para los
diferentes drganos; por ejemplo, para el corazon se estima en 4 horas, para el higado en 12
horas y para el rindn en 24 horas. Una vez pasado este tiempo si no se restaura el flujo
sanguineo, el daio se empieza a hacer irreversible y se perdera el érgano.

Durante la isquemia, disminuye el oxigeno y hay pérdida de sustratos energéticos, cambio de
metabolismo aerobio a anaerobio y acumulacion de hipoxantina en las células isquémicas
(Hauet et al., 2001).
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La disminucion de sustratos energéticos afecta la membrana idnica de la bomba Na+/ATP asa
resultando en acumulacion de Ca++, Na+ y agua en el interior de la célula con edema celular
como veremos mas en detalle en las consecuencias celulares de la isquemia-reperfusion
(Hauet et al., 2001).

Il. 4. REPERFUSION:

Restauracion del flujo sanguineo luego de un periodo de isquemia. Aunque la restauracion de
flujo sanguineo a un 6rgano isquémico es esencial para prevenir el dafno celular irreversible,
la reperfusion per se incrementa la injuria celular y paraddjicamente, el dafio es mucho mayor
durante la reperfusion que durante la isquemia. A este daino se le ha denominado injuria por
isquemia-reperfusion y afecta la funcion del 6rgano trasplantado.

lll.  INJURIA POR ISQUEMIA-REPERFUSION

Dano celular luego de la reperfusion de tejidos isquémicos, previamente viables, colocando a
los érganos en un riesgo mayor de necrosis celular. La injuria por isquemia-reperfusion es
importante por sus consecuencias.

lll. 1. IMPORTANCIA DE LA ISQUEMIA-REPERFUSION:

El donante fallecido a que nos referimos en esta revision es aquel con muerte encefalica. Una
vez ha fallecido, tenemos unas horas para soportar el corazén con liquidos, nutrientes y
oxigeno, de manera que siga bombeando la sangre y manteniendo el flujo sanguineo a los
demas organos, antes de que se detenga finalmente (parada cardiaca), ya sea de manera
espontanea como consecuencia de la falta de comando cerebral en todas las funciones del
organismo, o durante la cirugia de procuramiento en el momento en que se realiza el
pinzamiento o clampaje de la aorta.

Debido a la muerte encefalica, el donante fallecido puede cursar con severos disturbios
hemodinamicos y neuroendocrinos, que pueden activar el sistema del complemento y también
el sistema inmune innato, incluso antes del periodo de isquemia-reperfusion (Salvadori et al.,
2015).

11



La injuria por isquemia-reperfusion es relevante por sus consecuencias que pueden
mencionarse a tres niveles: consecuencias clinicas, consecuencias celulares y consecuencias
moleculares.

INJURIA POR ISQUEMIA REPERFUSION
CONSECUENCIAS

e Consecuencias clinicas
e Consecuencias Celulares
e Consecuencias Moleculares

Tabla 1. Las consecuencias de la isquemia-reperfusion pueden explorarse desde tres puntos
de vista: clinico, celular y molecular.

I1l. 2. CONSECUENCIAS CLIiNICAS:

La injuria por isquemia-reperfusion compromete primero a las células endoteliales y
epiteliales tubulares y la lesion puede ser tan severa que conduzca a injuria renal aguda y
funcion retardada del injerto, las cuales afectan la sobrevida del mismo y el impacto es peor
cuando se asocia a rechazo agudo (Ponticelli, 2013).

La duracion de la isquemia, ya sea a temperatura corporal en el donante mientras la
extraccion, o en el almacenaje a 4 grados centigrados, determinara la extension de la injuria
tisular y puede no manifestarse clinicamente o incluso presentarse como Injuria Renal Aguda.
No debe interpretarse la no presencia de sintomas clinicos como ausencia de injuria;
solamente, que sucede en menor grado y no alcanza a expresarse clinicamente.

La Injuria Renal Aguda se ha definido como la rapida disminucion de la funcion renal medida
por un incremento en los niveles séricos de creatinina (Chatauret et al., 2014).

La injuria renal aguda es un factor asociado de manera independiente con incremento en la
estancia hospitalaria, la morbilidad y la mortalidad de los pacientes con trasplante renal y
también se acepta su asociacion con consecuencias cronicas, sea desarrollar enfermedad renal
cronica o exacerbar una enfermedad renal créonica pre-existente que progrese a enfermedad
renal terminal (Chatauret et al., 2014).
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En el trasplante renal, la injuria por isquemia-reperfusion, se asocia con: funcion retardada
del injerto, funcién lenta del injerto o disfuncion primaria.

La funcion retardada del injerto (FRI) tiene varias definiciones, pero una de las mas empleadas
es: Requerimiento de al menos una sesion de dialisis durante la primera semana pos-trasplante,
mientras que la Funcion Lenta del Injerto (FLI) se diagnostica frente a la reduccion en la
creatinina sérica menos del 70% de la basal en la primera semana pos-trasplante. Se considera
disfuncidon primaria o NO funcion primaria del injerto si el nivel sérico de creatinina no
defiende debido a lesion celular irreversible (Chatauret et al., 2014).

INJURIA POR ISQUEMIA REPERFUSION
CONSECUENCIAS CLINICAS EN TRASPLANTE RENAL

Injuria Renal Aguda

Funcion retardada del injerto renal
Funcion lenta del injerto renal

No Funcién primaria del injerto
Enfermedad Renal Crénica
Enfermedad Renal Terminal
Nefropatia crénica del injerto

Tabla 2. Consecuencias clinicas identificadas asociadas a la injuria por isquemia-reperfusion
en el trasplante renal.

La FRI y la FLI se asocian con nefropatia cronica del injerto y fibrosis. La injuria renal aguda
ocasionada por isquemia reperfusion en los rinones nativos o la FRI en los rifones trasplantados
comparten cambios celulares y moleculares similares y seran revisadas a continuacion
(Chatauret et al., 2014).

CONSECUENCIAS A NIVEL CELULAR:

En cualquier organo, la suspension del flujo sanguineo, necesariamente llevara a las 3
situaciones claramente definidas en la tabla 3 y que seran el inicio de todos los cambios
celulares y moleculares (Chatauret et al., 2014).
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INJURIA POR ISQUEMIA REPERFUSION
CONSECUENCIAS CELULARES

> Disminucion del nivel y disponibilidad de oxigeno celular
> Disminucion de la disponibilidad de nutrientes y sustratos
> Disminucion de la remocién de productos de desecho

Tabla 3. Consecuencias celulares de la isquemia-reperfusion en cualquier érgano sometido a
este insulto.

1. 4. CONSECUENCIAS A NIVEL MOLECULAR:

. 4. a. FASE ISQUEMICA:

NIVELES Y DISPONIBILIDAD DE OXIGENO DISMINUIDA:

La disminucion en la disponibilidad de oxigeno induce un cambio de metabolismo aerdbico a
metabolismo anaerébico.

METABOLISMO AEROBICO Y METABOLISMO ANAEROBICO:

Recordemos que el metabolismo aerobico es el que se realiza en condiciones fisiologicas con
la finalidad de producir, a partir de una molécula de glucosa, aproximadamente 36 moléculas
de ATP via del ciclo del acido tricarboxilico, también llamado ciclo del acido citrico o ciclo de

Krebs, siendo el ATP el combustible energético fundamental para todas las funciones celulares.

En presencia de oxigeno, el piruvato, obtenido a partir de glucosa mediante la glicolisis,
(Figura 6) puede pasar al ciclo del acido tricarboxilico en la mitocontria (Descarboxilacion
oxidativa) y el ATP producido puede usarse como fuente de energia; el NADH + H y el FADH
pasan, desde la matriz mitocondrial en donde se lleva a cabo el ciclo del acido tricarboxilico,
y descargan los e~ a la cadena transportadora de electrones en la membrana interna de la
mitocondria para generar mas ATP (Figura 7).
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Figura 6. Glicolisis. Metabolismo celular en condiciones de disponibilidad normal de oxigeno.
El producto final de la glicdlisis, dos piruvatos pasan al ciclo del acido tricarboxilico para
terminar produciendo alrededor de 36 ATPs, sustrato energético fundamental para el

funcionamiento celular. Tomado de: Arévalo, 2016.
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Figura 7. Metabolismo celular aerdbico y anaerdbico. En presencia de oxigeno, el piruvato o
acido pirtivico producto de la glicolisis, pasa al ciclo del acido tricarboxilico en la matriz
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mitocondrial para producir ATP, NADH + H'y FADH. El ATP, como principal sustrato energético
para todas las funciones de la célula y el NAD y el FAD reducidos (donadores de electrones),
pasan a la cadena de trasporte de electrones para oxidarse, entregar sus electrones y
contribuyen con el reingreso de los electrones a través de la ATP sintasa, a la fosforilacion
oxidativa, paso final de la respiracion celular en la que se produce mas ATP. El aceptor final
de electrones es una molécula de oxigeno que se reduce a agua. Tomado de: Arévalo, 2016.

En el metabolismo anaerdbico, los dos piruvatos, producto de la glicdlisis, en vez de pasar al
ciclo del acido tricarboxilico o de Krebs, pasan a formar lactato con produccion de ATP como
puede verse en la Figuras 7 y 8 y el NADH es usado para reducir el piruvato (Figura 8).

La produccion de lactato ocasiona acidosis intracelular por acumulacion del acido lactico en
la célula y en el intersticio porque recordemos que en la isquemia no es removido por el flujo
sanguineo.
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Figura 8. Degradacion del piruvato en ausencia de oxigeno a lactato. La produccion de lactato
ocasiona acidosis intracelular por acumulacién del acido lactico en la célula y en el intersticio
porque recordemos que en la isquemia no es removido por el flujo sanguineo.

Este tipo de metabolismo es insuficiente para las demandas energéticas de la célula y esto
generara un incremento en el consumo de ATP por la mitocondria por reversar a la F1IFO ATP
sintasa, la cual en vez de sintetizar ATP lo hidroliza para tratar de mantener el potencial de
membrana mitocondrial comprometido por la inhibicion de la cadena de trasferencia de
electrones. Consecuentemente, los niveles de ATP caeran rapidamente y esta caida estara
directamente relacionada a la duracion de la isquemia (Chatauret et al., 2014).
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RESPIRACION CELULAR, CADENA DE TRASPORTE DE ELECTRONES Y FOSFORILACION
OXIDATIVA:

La respiracion celular o respiracion interna es el conjunto de reacciones bioquimicas por las
cuales determinados compuestos organicos son degradados completamente, por oxidacion,
hasta convertirse en sustancias inorganicas, proceso que proporciona energia aprovechable
por la célula en forma de ATP.

En la respiracion aerdbica, el aceptor final de electrones es el oxigeno molecular, que es
reducido para formar agua. Si el oxigeno es prematuramente e incompletamente reducido, se
produce un radical superdxido. Las reacciones bioquimicas de la respiracion celular, se
suceden en la cadena de trasporte de electrones en la membrana interna mitocondrial (Figura
9), la cual consta de cuatro complejos: Complejo | o NADH deshidrogenasa, Complejo Il o
Succinato deshidrogenasa, Complejo Ill o citocromo bc1, Complejo IV o citocromo C oxidasa.
Estos complejos son proteinas que trasportan electrones por medio de un gradiente electro-
quimico generado por el flujo de electrones. La cadena actla por medio de reacciones de
reduccion- oxidacion (reacciones quimicas en las cuales los electrones son transferidos desde
una molécula donadora hacia una molécula aceptora).
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Figura 9. Cadena de Trasporte de Electrones y Fosforilacion Oxidativa. Modificado de: Carrion
M, 2016. Notese que el complejo Il es el Unico que no entrega electrones.
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La FOF1 ATP sintasa, también llamada F-type ATPase en inglés o simplemente ATP sintasa es
una proteina de la membrana interna de la mitocondria involucrada en la sintesis de ATP. En
el proceso de la fosforilacion oxidativa, Ultimo paso de la cadena respiratoria o de trasporte
de electrones que se sucede en la membrana, la ATP sintasa es conocida como el complejo V.
Su nombre FOF1 ATP sintasa se debe a que consta de dos dominios. El dominio FO y el dominio
F1. El dominio es simplemente una zona de la proteina donde hay mayor densidad por tener
mas plegamientos en su cadena polipeptidica. El dominio FO se ubica integral en la membrana,
pero el dominio F1 esta periférico en el lado de la membrana en donde se mueven los
electrones.

La ATP sintasa usa un gradiente de electrones para dirigir la sintesis de ATP y permite el flujo
pasivo de electrones a través de la membrana hacia el menor gradiente electroquimico y con
la energia liberada por la reaccion de trasporte convierte ADP en ATP (Figura 9).

Como no hay disponibilidad de oxigeno y hay un incremento en el consumo de ATP con
alteracion de la produccion del mismo en la fosforilacion oxidativa, los niveles de ATP se
encuentran disminuidos y la caida esta ligada directamente a la duracion de la isquemia
(Chatauret et al., 2014).

EFECTOS DE LA DISMINUCION DE ATP Y EL PH INTRACELULAR:

Lo anteriormente explicado altera de manera importante todos los mecanismos fisiologicos a
nivel celular. La disminucion en la produccion de ATP y la acidosis intracelular por la
produccién de lactato generan las siguientes situaciones a nivel celular:

v Desestabilizacion de la membrana lisosomal, la cual filtra varias hidrolasas llevando a
disrupcion de la estructura celular.

v Inhibicion de las bombas idnicas y en particular la Na*K*ATP asa interrumpiendo la
homeostasis de los electrolitos e involucrando una entrada masiva de iones de Na*y de
agua, generando edema intracelular.

v Los niveles de Na*se incrementan mas por la accion del intercambiador Na*/H* que
bombeara protones afuera de la célula e iones sodio adentro de la célula en un intento
por corregir el pH intracelular.

v" Como los iones sodio se encuentran dentro de la célula, el detoxificador Na*/Ca**
detiene la bomba que expulsa calcio fuera de la célula y comienza a trabajar en
direccion inversa.
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v Los niveles de Ca* intracelular se aumentan por la inhibicion de la retoma de calcio en
el reticulo endoplasmico debido a la deplecion de ATP. De gran relevancia es esta
sobrecarga de calcio como veremos seguidamente.

SOBRECARGA DE CALCIO INTRACELULAR:

La sobrecarga de calcio intracelular prepara para activacion a las proteasas dependientes de
calcio como las calpainas que son inhibidas por el bajo Ph intracelular presente durante la
fase isquémica pero luego se activan cuando el pH se normalice durante la fase de reperfusion.
Las calpainas son tiolproteasas no lisosomales dependientes del calcio. Son enzimas
responsables de la protedlisis neutra calcio-dependiente, en virtud de un dominio de union al
calcio (Chatauret et al., 2014).

SOBRECARGA DE CALCIO MITOCONDRIAL:

La sobrecarga de Ca** a nivel mitocondrial esta involucrada en la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) durante la isquemia debido al desalojo del citocromo C de la
membrana interna de la mitocondria que sucede durante la apertura del poro de transicion
mitocondrial (mPTP).

A pH fisioldgico, el exceso de calcio mitocondrial esta involucrado en la apertura del poro de
transicion mitocondrial, un evento asociado a la muerte celular y la apoptosis. Durante la
isquemia, la apertura del poro mPTP inducido por el calcio, es prevenido por el bajo pH
intracelular, pero ocurrira cuando el pH vuelva a lo normal durante la reperfusion (Chatauret
et al., 2014)..

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO: ROS:

Las especies reactivas de oxigeno se producen en la mitocondria. La generacion de ROS
mitocondrial tiene lugar en la cadena de trasporte de electrones localizada en la membrana
interna mitocondrial durante el proceso de fosforilacion oxidativa. La fuga de electrones en
los complejos | y lll de la cadena lleva a reduccion parcial del oxigeno para formar superoxido.
El superdxido es rapidamente dismutado a perdxido de hidrogeno por dos dismutasas; la
superoxido dismutasa 1 actuando en el espacio intermembrana y la superoxido dismutasa 2
actuando en la matriz mitocondrial. Ambos, perdxido de hidrogeno y superoxido son ROS
mitocondriales (Figura 10).
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Figura 10. Produccién de ROS a nivel mitocondrial. Se sucede en la cadena de trasporte de
electrones. La fuga de electrones en los complejos | y lll de la cadena lleva a reduccion parcial
del oxigeno para formar superoxido (O2”). El superdxido es rapidamente dismutado a perdxido
de hidrogeno (H202) por dos dismutasas; la superdoxido dismutasa 1 (SOD1) actuando en el

espacio intermembrana y la superoxido dismutasa 2 (S0D2) actuando en la matriz mitocondrial.

Ambos, perdxido de hidrégeno y superoxido son ROS mitocondriales Modificado de: By Xinyuan
Li - http://www.jhoonline.org/content/6/1/19, CcC BY 1.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=25192262.

Los ROS mitocondriales son considerados moléculas de senalizacion. A bajos niveles, son
importantes como adaptacion metabodlica vista en la hipoxia. A moderados niveles,
estimulados por los DAMPs estan involucrados en regular la respuesta inflamatoria. A altos
niveles, activan las vias capaces de inducir muerte celular (apoptosis, necrosis, piroptosis).

La produccion de ROS tiene importantes consecuencias como sigue:

v' Redox-Reduccion de los citocromos permitiéndoles a ellos trasferir directamente
electrones al oxigeno.

v Desacoplamiento del 6xido nitrico sintasa (ONs) la cual reduce la arginina para producir
oxido nitrico (ON) en la presencia de tetrahidrobiopterina y oxigeno.

v’ Activacion de la Xantina Oxidasa y la NADPH oxidasa

20



v' Aumento del estrés oxidativo por la disminucion de enzimas antioxidantes como la
superdxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa relacionadas directamente
con la hipoxia.

v Los ROS también inician la produccion de prostaglandinas generando un aumento de la
adherencia de los leucocitos al endotelio vascular

REPROGRAMACION TRANSCRIPCIONAL:

En el periodo isquémico se presentan alteraciones en el control de transcripcion de expresion
de genes. Las enzimas prolilhidroxilasas sensadoras de oxigeno y que requieren oxigeno como
un co-factor, se inhiben lo que ocasiona activacion pos-translacional de la cascada de
sefalizacion de la inflamacion que controla la estabilidad del factor de transcripcion nuclear
kB (NF-kpB) y por la hipoxia del factor HIF (Factor inducible de hipoxia).

En condiciones hipoxicas, HIF se mueve al nicleo donde se une al elemento promotor de
respuesta a la hipoxia (HRE: hipoxia response promoter element), induciendo la transcripcion
de numerosos genes como los que inducen a NF-kB y a los TLRs (Toll-like receptors).

ll. 4. b. FASE DE REPERFUSION:

La reperfusion produce un dafo mucho mayor que la isquemia porque basicamente en la
reperfusion se agrava el estado de oxidacion e inflamacion creado por la isquemia (Ponticelli,
2013). En la reperfusion hay restablecimiento del flujo sanguineo con recuperacion del aporte
de oxigeno y eliminacion de los metabolitos tdxicos acumulados que pasan a la circulacion
sistémica (Escalante & Rio, 2009).

Los radicales libres de oxigeno son los mediadores mas importantes de la lesion por reperfusion.

Trabajos experimentales han demostrado que inmediatamente después de iniciar la
reperfusion hay una liberacion masiva de oxidantes que dura de 2 a 5 minutos (Koyama et al.,
1985).

Los productos de degradacion del ATP se metabolizan habitualmente convirtiéndose en urea
por la accion de la xantina-deshidrogenasa. En el medio acido, la xantina deshidrogenasa se
convierte en xantina-oxidasa y esta xantina-oxidasa una vez retorna el oxigeno y el pH
intracelular normal, convierte los productos de desecho acumulados en xantina mas un anién
superoxido que reacciona consigo mismo de manera rapida para formar peroxido de hidrégeno,
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un potente oxidante capaz de lesionar la célula por oxidacion de las membranas lipidicas y de
las proteinas celulares. El perdxido de hidrogeno produce una cascada de radicales libres de
oxigeno, incluidos el radical hidroxilo y el oxigeno singulete, que son incluso mas potentes que
los otros. Finalmente, se produce alteracion de la respiracién mitocondrial y peroxidacion
lipidica con destruccion celular (Escalante & Rio, 2009).

La produccion de radicales de oxigeno también inicia la produccion de prostaglandinas
(mediante la activacidon directa de la fosfolipasa), incluido leucotrieno B4, y del factor
activador de los trombocitos. Estas sustancias producen un aumento de la adherencia de los
leucocitos al endotelio vascular. Estos neutrofilos pueden contribuir a la lesion local mediante
el taponamiento de la microcirculacién y la desgranulacidon que resulta en danos proteoliticos
al organo.

La isquemia-reperfusion se asocia a la liberacion marcada del factor de necrosis tumoral alfa,
interferon gamma, interleucina 1 e interleucina 8. Estas citocinas causan una sobrerregulacion
de las moléculas de adhesion, y producen adherencia leucocitaria y tapones plaquetarios tras
la revascularizacion, lo que resulta en fallo del injerto y rechazo del 6rgano (Escalante & Rio,
2009).

La capa vascular endotelial modula el tono del musculo liso del vaso mediante la liberacion
de varias hormonas locales o autacoides. La produccion de uno de ellos, el oxido nitrico,
inducida por citocinas inflamatorias, se correlaciona con la aparicion de rechazo agudo
(Escalante & Rio, 2009).

Al final de la isquemia el pH intracelular se encuentra bajo, hay injuria mitocondrial por
sobrecarga de calcio y hay regulacion negativa de las defensas antioxidantes con inhibicion
del complejo IV citocromo C en la cadena de trasporte de electrones.

Cuando se restaura el flujo sanguineo, los niveles de oxigeno y el pH extracelular se normalizan.

Esto ocasiona un gradiente extremo de H+ a través de la membrana plasmatica que dispara el
intercambio Na+/H+ y genera un masivo influjo de Na++.

El aumento de sodio intracelular reversara el intercambiador Na+/Ca++ llevando a fomento
de la sobrecarga de calcio mitocondrial y citoplasmatico que ha inducido la apertura del mPTP
y preparado la activaciéon de las calpainas durante la isquemia. La normalizacion del pH
activara las calpainas y participara en la apertura del mPTP (Chatauret et al., 2014).
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Las Calpainas hidrolizan las proteinas blanco llevando a dafo estructural, disfuncion
mitocondrial y manejo del calcio alterado. Asi, la activacion de las calpainas lleva a muerte
celular.

ROS: ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO:

La célula normalmente tiene un entorno reductor que es preservado por las enzimas que
mantienen este estado reducido a través de un constante aporte de energia metabolica. EL
estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas
del oxigeno (ROS) y la capacidad de un sistema bioldgico de decodificar rapidamente los
reactivos intermedios o reparar el dano resultante. Los desbalances en este estado normal
redox pueden causar efectos toxicos a través de la produccion de perdxidos y radicales libres
que danan a todos los componentes de la célula, incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN.

Los ROS son moléculas reactivas quimicamente conteniendo oxigeno. Son formados como un
bioproducto natural del metabolismo del oxigeno y tiene importante papel en sefalizacion
celular y homeostasis. Ejemplos de ROS son: peroxidos, superoxido (precursor de la mayoria
de especies reactivas de oxigeno), radical hidroxilo y oxigeno singulete (un atomo de oxigeno
en un estado excitado; no confundir con el oxigeno triplete que es el oxigeno normal).

Productores profesionales de ROS son la NADPH oxidasa (NOX), que son 7 complejos o
isoformas en la membrana celular, la mitocondria, los peroxisomas (organelas involucradas en
el catabolismo de los acidos grasos de cadena muy larga, de cadena ramificada, D aminoacidos,
poliaminas y reduccion de ROS especificamente hidrogeno perdxido) y el reticulo
endoplasmico.

Los ROS generaran daio en las siguientes macromoléculas:

e Membrana
e Lipidos (peroxidacion de lipidos)

e DNA
e Oxidaciéon de aminoacidos en proteinas
e Enzimas

En la fase de reperfusion hay excesiva producciéon de ROS (Hauet et al., 2001).
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La apertura del PORO permitira que agua y soluto ingresen a la matriz mitocondrial generando
edema y ruptura de la membrana externa. Al romperse la membrana externa, se libera el
citocromo C y pasa al citosol en donde activa a la caspasa pro-apoptaética.

Al abrirse el poro también se equilibra la concentracion de sodio en ambos lados de la
membrana interna aboliendo la fuerza que dirige la ATP sintasa. Una vez abierto el poro hay
muerte celular (Chatauret et al., 2014).

TIPOS DE MUERTE CELULAR:

Por mecanismo independientes y redundantes se genera apoptosis, necrosis y autofagia.

APOPTOSIS:

Muerte celular programada. Caracteristicamente requiere ATP y cursa con completa
eliminacion de células sin induccion de inflamacion. Tiene una via intrinseca y una via
extrinseca o cascada de las caspasas.

VIA EXTRINSECA DE LA APOPTOSIS:

Se da porque los ROS se generan por FAS ligando como un evento de regulacion positiva, y por
activacion de FAS via fosforilacion; esto es necesario para el reclutamiento de la protéina
asociada a FAS con dominio “muerte” y caspasa 8 asi como induccién de la apoptosis (Hauet
et al., 2001).

VIA INTRINSECA DE LA APOPTOSIS:

ROS facilita que el citocromo C se libere por activar las proteinas estabilizantes del poro
BD-2 y Bcl-XL asi como por inhibir las proteinas desestabilizantes del poro: protéina X
asociada a Bcl-2 y la proteina asesina homologa de Bcl-2.

La via intrinseca también es conocida como la cascada de las caspasas y es inducida por dafo
mitocondrial que inicia la liberacion del citocromo C. El dafo en el DNA, el estrés oxidativo y
la pérdida del potencial de membrana mitocondrial llevan a liberacion de las proteinas pro-
apoptoticas y por consiguiente a la apoptosis (Hauet et al., 2001).
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NECROSIS:

Mediada por el edema celular y disrupcion de la membrana plasmatica con fuga de los
componentes intracelulares llevando a Inflamacion.

AUTOFAGIA:

Es un proceso autocatabolico que involucra el secuestro de contenido citoplasmatico,
agregados intracelulares y organelas, para degradarlos en los lisosomas. Puede ser inducida
por los niveles de ROS y se inicia con la despolarizacion de la membrana mitocondrial; provee
sustratos generando energia bajo condiciones de limitaciones de nutrientes (Hauet et al.,
2001). Sin embargo, es altamente dependiente de la disponibilidad de ATP.

La incidencia de apoptosis es menor que la de necrosis luego de isquemia-reperfusion y la via
de la muerte cerlular de las células por-isquémica parece depender de su estado de energia
pos-reperfusion (Chatauret et al., 2014).

PIROPTOSIS:

La piroptosis es una forma de muerte celular programada altamente inflamatoria que ocurre
mas frecuentemente en la infeccion por patogenos intracelulares. En este proceso, las células
inmunes reconocen las senales de peligro dentro de ellas mismas, liberan citocinas pro-
inflamatorias, se edematizan, estallan y mueren. La liberacion de citocinas atrae a otras
células del sistema inmune y contribuye a la inflamacion en los tejidos.

En contraste a la apoptosis, la piroptosis requiere la funcion de la enzima caspasa-1 activada
por el inflamasoma o piroptosoma que esta compuesto por dimeros de la proteina adaptadora
con particula asociada a la apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento y activacion
de la caspasa (ASC: “apoptosis-associated speck protein containing a CARD o caspase
activation and recruitment domain”).

A diferencia de la apoptosis, la muerte celular por piroptosis resulta en ruptura de la
membrana plasmatica y liberacion de moléculas DAMP tales como ATP. DNA y ASC en el
ambiente extracelular, incluyendo citocinas que reclutan mas células inmunes y perpetdan la
cascada inflamatoria en los tejidos. Esto contrasta con el empaquetamiento del contenido
intracelular de los cuerpos apoptoticos que se eliminan por fagocitosis no inflamatoria.
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NECROPTOSIS:

Forma de muerte celular inflamatoria o forma de necrosis. Tiene una naturaleza inmunogénica
y es independiente de la caspasa. Es uno de los mecanismos de defensa que se presenta en
infecciones virales en que la célula sufre “suicidio celular” al verse infectada por virus
inhibidores de la caspasa, ya que es un tipo de muerte celular independiente de la caspasa y

en su intento por frenar la diseminacion del virus.

La tabla 4 ilustra, para un mejor entendimiento, de manera comparativa los aspectos

relacionados a los diferentes tipos de muerte celular.

TIPOS DE MUERTE CELULAR
COMPARACION DE CARACTERISTICAS

CARACTERISTICA APOPTOSIS | PIROPTOSIS | NECROSIS
Lisis celular NO SI SI
, Edema celular NO S SI
MORFOLOGIA Formacion de poro NO S Sl
Formacion de vesiculas en la Sl NO NO
membrana celular
Fragmentacion del DNA Sl S| Sl
Caspasa-1 NO SI NO
MECANISMO | Caspasa-3 S| NO NO
Liberacion del Citocromo-c SI NO NO
Inflamacion NO (anti) Sl Sl
RESULTADO | myerte celular programada SI SI NO
Inmunogenicidad NO SI SI

Tabla 4. Cuadro comparativo de los diferentes tipos de muerte celular y sus aspectos mas
relevantes. Construido con caracteristicas tomadas de: Fink & Cookson, 2006; Duprez et al.,

2009.
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EFECTOS DEPENDIENTES DEL ENDOTELIO:

A nivel endotelial hay vasoconstriccion y expresion de genes vaso-activos regulados por la
hipoxia.

INJURIA VASCULAR:

La injuria vascular se genera por una serie de mecanismos que enumero a continuacion:

e Edema de las células endoteliales

e La luz capilar se disminuye

e Pérdida del glicocalix

e Disrupcion del citoesqueleto de actina

e Alteracion de contacto célula a célula endotelial

e Ruptura de la matriz perivascular

e Permeabilidad microvascular incrementada

e Disminucioén de liquido en el intersticio

e Modificacion de niveles de expresion de proteinas derivadas del endotelio

e Aumento en la produccidon endotelial de vasoconstrictores: Factor f de crecimiento
derivado de las plaquetas y endotelina

e Disminucidon de la produccion de éxido nitrico (ON) por regulacion negativa de la
proteina eNOSy esto induce la expresion de moléculas de adhesion a nivel de la
membrana plasmatica endotelial: ICAM-1 Molécula 1 de adhesion intercelular, VCAM-1
o molécula 1 de adhesion vascular las selectinas P y E. Esto lleva a aumento en la
adherencia de las plaquetas y los polimorfonucleares con congestion capilar y no reflujo
que para efectos del rifdn se traduce en flujo sanguineo total reducido y reducida tasa
de filtracion glomerular.

La disfuncion vascular con que cursa la isquemia-reperfusion se caracteriza por permeabilidad
vascular incrementada e inflamacion celular endotelial. Hay reclutamiento de
polimorfonucleares y activacion de la coagulacion y el sistema del complemento.

Los leucocitos interactuan con el endotelio vascular en diferentes pasos que se han descrito
como: 1. “Rolling”, 2. Firme adherencia de los leucocitos al endotelio y, finalmente 3.
transmigracion de leucocitos (Figura 11).
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El “Rolling” de leucocitos es inducido por la expresion de superficie endotelial de la P-
selectina (CD62P), que interactua con la glicoproteina 1 P-selectina (PSGL-1) localizada en los
leucocitos. La firme adherencia de los leucocitos es una consecuencia de la interaccion de las

B2-integrinas CD11a/CD18 y CD11b/CD18 con la molécula 1 de adhesion intercelular endotelial.

La transmigracion de leucocitos al compartimento intersticial es facilitada por la molécula 1
de adhesion celular endotelial plaquetaria.

En el compartimento intersticial, los leucocitos activados liberan ROS, proteasas y elastasas
causando injuria como permeabilidad microvascular incrementada, edema, trombosis y
muerte celular parenquimatosa. La acumulacion de polimorfonucleares en el compartimento
extravascular es facilitada por la IL-8 liberada por los tejidos hipoxicos. La IL-8 genera un
gradiente quimiotactico que facilita que los neutrofilos se muevan desde el espacio
intravascular al intersticio hipoxico.

Activacion Endotelial
Estado de Reposo

Activacion de Neutrofilos
Firme Adhesion y Extravasacion
"Rolling” Adhesion

7’ Migracion

Adhesion Firme 3
Transendotelial
_| Expresion 7

Crow
r- . -
_ @ ) i)
Figura 11. Disfuncion vascular en la isquemia-reperfusion: “Rolling”, firme adhesion y
diapédesis de leucocitos en el endotelio vascular. Modificado de: Getdomainvids, 2016.

La vasoconstriccion se incrementa por una produccion reducida de Oxido nitrico en la fase de
reperfusion, asociada con una reduccién en la produccion de eNOS (6xido nitrico sintasa
endotelial) y otras sustancias vasodilatadoras que el endotelio lesionado ya no produce. Se
han implicado también otras sustancias vasoconstrictoras como la angiotensina Il, el
tromboxano A2, la prostaglandina H2, los leucotrienos C4 y D4 y la adenosina.

Luego de la reperfusion, las células endoteliales activadas producen la molécula 1 de adhesion
vascular, asi como las selectinas P y E. Mecanisticamente, la activacion por la E-selectina y el
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ligando 1 de la E-selectina inducen los grupos de integrinas polarizados, activados generando
adherencia incrementada de los eritrocitos, leucocitos y plaquetas circulantes.

Se presenta entonces un estado de relajacion vascular atenuada y contraccion de pericitos

sostenida en la reperfusion, que resultan en un fenomeno que se ha denominado de “no reflujo”

caracterizado por impedancia incrementada del flujo sanguineo microvascular después de la
restauracion de las condiciones de flujo normal (Salvadori et al., 2015).

FIBROGENESIS RENAL:

Si la isquemia-reperfusion es leve, la funcion se recuperara completamente, pero si es extensa,
el proceso de reparacion sera anormal llevando a atrofia tubular y fibrosis responsables de
enfermedad renal cronica. La injuria renal aguda isquémica cursa con reparo tubular
incompleto, inflamacion crénica e hipoxia llevando a proliferacion de fibroblastos y excesivo
deposito de matriz extracelular (Chatauret et al., 2014).

Hay una asociacion entre la injuria por isquemia-reperfusion y fibrosis intersticial (Hauet et
al., 2001).

La fibrogénesis renal sigue al proceso de reparo inicial por activacion de células residentes
con producciodn de citocinas pro-inflamatorias. Estas citocinas atraen monocitos, macréfagos
y células T a los sitios lesionados donde ellas son activadas y producen ROS, factor de
crecimiento transformador B y citocinas inflamatorias. Luego las citocinas estimulan a las
células mesangiales, los fibroblastos y TEC para sufrir activacion fenotipica o transicion de
epitelial a mesenquimal en la cual estas células producen grandes cantidades de matriz
extracelular. La matriz extracelular se acumulara y formara una cicatriz fibrosa daiando la
funcion renal (Chatauret et al., 2014).

Ill. 5. CAMBIOS MOLECULARES:

La organela clave en donde se suceden todos los cambios que conducen a la muerte celular es
la mitocondria. La mitocondria juega un papel crucial en la sintesis de ATP; adicionalmente,
actla como transductor y efector en multiples procesos incluyendo la sefalizacion de la
muerte celular, la sefalizacion oxidativa, sefalizacion en procesos del sistema inmune innato,
la homeostasis del calcio, la sintesis de acidos grasos y la autofagia (Hu et al., 2015).
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La mitocondria es fundamental porque, es por excelencia, la organela biosintética y
bioenergética, contribuye a las decisiones criticas de la célula como la proliferacion, la
diferenciacion y la muerte celular. La mitocondria puede, rapidamente, cambiar de organela
catabdlica generando ATP a organela anabolica para generar ATP y también aportar para la
sintesis de macromoléculas (Weinberg et al., 2015).

La mitocondria tiene multiples mecanismos que le permiten activar las vias de sefalizacion en
el citosol incluyendo alterar la tasa AMP/ATP, la liberacion de ROS y metabolitos del acido
tricarboxilico, asi como la colocacion de proteinas regulatorias del sistema inmune en la
membrana externa de la mitocondria (Weinberg et al., 2015).

La mitocondria es fundamental también para establecer el fenotipo inmune de la célula y su
funcion; adicionalmente, permite a la célula inmune suplir las demandas metabdlicas
adecuadamente (Weinberg et al., 2015).

Como mencioné anteriormente, el mayor papel de la mitocondria es la produccion de energia
por medio de la oxidacion de metabolitos a través del ciclo del acido tricarboxilico o ciclo de
Krebs y la produccion de ATP por medio de la cadena de trasporte de electrones explicada
anteriormente. En condiciones de metabolismo anaerobio, la disponibilidad de ATP cae y esto
trae una serie de consecuencias que se generan seguidamente a la muerte celular y de gran
relevancia desde el punto de vista inmunologico, ya que se activa el sistema inmune innato y
posteriormente el adaptativo.

INFLAMACION:

El inicio del proceso inflamatorio no especifico, inicia y modula la inmunidad especifica de
antigeno (Hauet et al., 2001).

La respuesta a la IR semeja una respuesta inmune e induce la regulacion positiva de los
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y de las moléculas de adhesion y
la produccion de citocinas y quimiocinas llevando a infiltrados inflamatorios.
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IV.  INJURIA POR ISQUEMIA-REPERFUSION. UNA MIRADA INMUNOLOGICA:

La respuesta del sistema inmune innato desarrollada como un mecanismo de defensa contra
patogenos letales y necesaria para la supervivencia en este contexto, es estimulada por
senales fisioldgicas de dano durante el proceso isquemia-reperfusion con consecuencias de
estimulacién y activacion del sistema inmune e innato e interaccién con el sistema inmune
adaptativo que genera una respuesta alo-inmune con impacto negativo significativo en la
funcion y sobrevida del injerto trasplantado.

INJURIA POR ISQUEMIA REPEBFUSION
CONSECUENCIAS INMUNOLOGICAS

Inflamacién

Activacion del complemento

Activacion de los mediadores inflamatorios
Secrecion de interferones

Secrecion de citocinas pro-inflamatorias
Activacion de la inmunidad innata
Induccién de apoptosis y necrosis

Tabla 5. Consecuencias inmunoldgicas de la injuria por isquemia-reperfusion.

Los eventos anteriormente descritos desencadenan procesos inflamatorios que son un estimulo
directo para la inmunidad del receptor (Escalante & Rio, 2009).

Numerosos mecanismos se ven involucrados en la respuesta inmune, asi como diversas células
del Sistema inmune. Luego de la reperfusion, los neutrofilos se adhieren al endotelio y
transmigran en el tejido, liberan proteasas, ROS y citocinas pro-inflamatorias como la IL-4, IL-
6, interferon y factor de necrosis tumoral a. Los macréfagos producen también citocinas pro-
inflamatorias y pueden ser encontrados en el tejido que ha sufrido isquemia-reperfusion desde
etapas tempranas. Las células natural Killer, NK, juegan un papel central y la muerte de
células tubulares renales por la perforina producida por las NK es un mecanismo mayor de
dano a nivel renal. Las célualas dendriticas sufren un proceso de maduracion independiente
de antigeno, e inducido por los DAMPs o proteinas moleculares asociadas a daino; es importante
recorder que estas células dendriticas son la conexion entre el Sistema immune innato y la
activacion del Sistema immune adaptativo. En el trasplante renal, las células dendriticas del

31



donante se activan, con la subsecuente activacion de las células T del receptor (mecanismo
directo) (Salvadori et al., 2015).

IV. 1. TLRs: TOLL-LIKE RECEPTORS:

Los TLRs son pequefas proteinas localizadas en la membrane celular o en el citoplasma,
habiles de reconocer DAMPs y PAMPs (moleculas asociadas a dafo o a patogenos). Una vez
activados, los TLRs reclutan moléculas adaptadoras dentro del citoplasma habiles para activar
cinasas que a su vez, activan factores de trascripcion como NF-kp. Los factores de trascripcion
inducen una respuesta inflamatoria.

El papel de los TLRs es crucial. Por ejemplo; en los donantes fallecidos, el TLR-4 es regulado
positivamente por HMGB-1 (un DAMP) de las células tubulares. Su papel es crucial. Los TLR-4
de los leucocitos, las células vasculares endoteliales y las células epiteliales tubulares llevan
a produccion incrementada de citocinas pro-inflamatorias y moléculas de adhesion que
generan una respuesta inflamatoria tanto en la microvasculatura renal como en el espacio
intersticial. Esto intensifica el dano renal por citotoxicidad y esto acelera el procesamiento y
presentacion de antigenos, incrementando la inmunogenicidad y generando la reaccion
inmune. Los tubulos y la vasculature severamente danados promueven la fibrosis y todo esto
predispone a falla cronica del aloinjerto (Salvadori et al., 2015)..

Estrechamente conectado con los TLRs estan los inflamasomas, que son complejos
multiproteicos que responden a DAMPs y que se activan por dafo cellular. Por ejemplo, el NOD
leucine-rich repeat pyrin domain conteniendo NLRP denominado el NLRP1 activa la cascada
de la caspasa-1 produciendo citocinas pro-inflamatorias. Mas Adelante, ampliaré el concepto
de los inflamasomas y la manera como por ejemplo, el NLRP3 puede ser protector por inducir
apoptosis en vez de necrosis (Salvadori et al., 2015).

COMPLEMENTO:

Un papel central en la inmunidad innata lo ejerce el complemento. Los DAMPs también activan
el complement y por las tres vias ligando a C1q, C3 o lectina-manosa. Cuando las vias del
complemento son activadas, las anafilatoxinas C3a y C5a son liberadas y el complejo de ataque
de membrana (MAC), se forma. Esto induce la liberacion de quimiocinas y la activacion e
infiltracion de neutroéfilos que llevan a injuria cellular, apoptosis y necrosis (Salvadori et al.,
2015)..
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También se ha descrito una relacion estrecha entre los TLRs y el complemento. La muerte
encefalica puede activar el complement y el componente C5a, generado por el cerebro del
donante fallecido, actua directamente sobre el receptor de C5a expresado en las células
dendriticas, resulta en activacion celular e incrementa subsecuentemente su capacidad para
la estimulacion alo-especifica de las células T. Tambien se ha postulado que C3 ligado a la
superficie interactua con los receptors del complemento de las células T alo-reactivas o con
las células presentadoras de antigeno para incrementar la estimulacion alo-inmune (Salvadori
et al., 2015)..

Una consecuencia de la injuria por isquemia-reperfusion es la activacion de la inmunidad
innata. Las senales de peligro (Danger Associated Molecular Patterns: DAMPs) liberadas por las
células muriendo alertan a los Toll-like receptors (TLRs), los cuales a través de moléculas
adaptadoras y una cadena de cinasas, trasmiten la sefal a los factores de trascripcion que
codifican genes que regulan las células inflamatorias y los mediadores (Ponticelli, 2013).

IV. 2. DAMPs: DAMAGE-ASSOCIATED MOLECULAR PATTERNS:

Los Damage-Associated Molecular Patterns o DAMPs fueron descritos como tal, por primera
vez, por Seong y Matzinger en el afo 2004, como sefales de peligro que podian iniciar la
respuesta inmune innata. Previo a este articulo cientifico, se consideraba que la respuesta
inmune era iniciada por los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) o por las
sefales de alarma o peligro derivadas de los tejidos. En su articulo, Seong y Matzinger
propusieron que los dos grupos de moléculas podian no ser mutuamente excluyentes, sino ser
parte de un sistema de alerta, antiguo evolutivamente, en el cual las porciones hidrofdbicas
de las moléculas bioldgicas actian como un patron molecular universal asociado a dafo que
inicia la reparacion, la remodelacion y la inmunidad (Seong & Matzinger, 2004).

En términos mas simples, los DAMPs son moléculas del huésped que pueden iniciar y perpetuar
una respuesta inflamatoria no infecciosa. Cuando son liberadas fuera de la célula o son
expuestas en la superficie celular luego de la injuria tisular, se mueven de un medio reducido
a un medio oxidado lo cual resulta en su desnaturalizacion. Ejemplos de DAMPs son: proteinas
citosolicas o nucleares y proteinas derivadas de la matriz extracelular luego de injuria como
fragmentos de hialuronato, ATP, acido urico, DNA, RNA, metabolitos de purina, adenosina, las
moléculas S100 (familia multigénica de proteinas moduladas por calcio e involucradas en
actividades regulatorias intra y extracelulares) y la HWGB1 o proteina asociada a la cromatina
“high mobility group box 1” secretada por las células hematopoyéticas a través de una via
mediada por lisosomas.
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Los DAMPs surgen luego de la necrosis celular y son sensados por una serie de receptores
especializados en la deteccidon de sefales de peligro generadas por los pathogen associated
molecular pattern, PAMPs y DAMPs. En el caso del trasplante de organos solidos lo que
desencadena la respuesta inmunologica son los DAMPs y la inflamacion que contribuye a esta
respuesta es una inflamacion estéril.

Los DAMPs y los PAMPs se unen a receptores especificos denominados los PRRs: “pattern
recognition receptors” de los cuales existen varios tipos; algunos se mencionan en la Figura
12.

Los PRRs son proteinas presentes en las células del sistema inmunitario para identificar
moléculas asociadas con patogenos microbianos o con estrés celular. Existen diversos tipos
clasificados de acuerdo con su afinidad al ligando, funcién o relacién evolutiva. Sobre la base
de la funcidn pueden ser clasificados en PRR Secretados: muchos de estos receptores se unen
a los PAMP del patdgeno actuando como opsoninas. Un ejemplo es la lectina de union a
manosas que activa el sistema del complemento.

o PRR sefalizadores: incluyen la gran familia de receptores tipo Toll (unidos a la
membrana celular) y receptores tipo NOD del citoplasma. Son receptores que se
localizan en la superficie celular y que tras reconocer el PAMP o DAMP activan vias de
sefalizacion en las que interviene el factor de trascripcion NF-kB que culminan con la
expresion de citocinas y moléculas co-estimuladoras de gran importancia en la
activacion y alerta del sistema inmune.

» PRR endociticos: Permiten la union, absorcion y destruccion de los microorganismos
por los fagocitos, sin la transmision de senales intracelulares. Estos PRR reconocen
carbohidratos e incluyen los receptores de manosa de los macrofagos, los receptores
de glucano presente en todos los fagocitos y los receptores barrenderos que reconocen
ligandos cargados, son encontrados en los fagocitos y estan encargados de la
eliminacion de células apoptoticas.

Los PAMPs y los DAMPs se unen a receptores especificos como los RLRs, NLRs y los TLRs
para generar citocinas esenciales para eliminar patdgenos o reparar tejido lesionado. El
DNA mitocondrial y los N-formil péptidos representan dos fuentes de DAMPs mitocondriales
que activan los PRRs. Los N-formil péptidos de la mitocondria actuan como DAMPs
activando el receptor FPR-1 para estimular la secrecion de citocinas. El DNA mitocondrial
es similar al bacteriano en que ambos comparten motivos CpG hipometilados que activan
el TLR-9. Se sabe que el DNA mitocondrial es liberado sistematicamente durante la injuria
para inducir inflamacién (Weinberg et al., 2015).
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Figura 12. Algunos Receptores de Reconocimiento de Patron y las siglas como son conocidos
derivadas de su nombre en el idioma inglés. Estos receptores responden a las senales de
peligro, sea a los PAMPs o patrones moleculares de los patogenos o a los DAMPs o patrones
moleculares de daio que son secretados cuando hay moléculas liberadas por la muerte celular
tal como el DNA, RNA, adenosina, acido Urico, entre otros. Es decir, que responden a tejido
endogeno derivado de la injuria.

Asi, los DAMPs mitocondriales dirigen la hiperactivacion del sistema inmune innato en ausencia
de infeccion, la llamada “inflamacion estéril”.

Estudios previos han confirmado que la mitocondria acta como organela de sefalizacion de
la inmunidad innata; por ejemplo, si disminuye la produccion de ROS mitocondrial, disminuyen
también las multiples vias iniciadas por los TLRs y la actividad bactericida de los macréfagos
(West et al., 2011).

Ademas de los TLRs, se sabe que otros PRRs dependen de la sefalizacion de ROS mitocondrial,
incluyendo los NOD-like receptors o NLRs. En relacion con la activacion, los NLRs forman
complejos proteicos de multiples sub-unidades llamados inflamasomas que activan la caspasa
1, resultando en escicion proteolitica y maduracion de la citocina pro-inflamatoria IL-1B
(Figura 13). El inflamasoma es responsable de la activacion de los procesos inflamatorios, y se
ha demostrado que induce la piroptosis celular, un proceso de muerte programada distinto a
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la apoptosis y a la necrosis (Weinberg et al., 2015). Los NLRs reconocen a los DAMPs. El
inflamasoma NLRP3, por ejemplo, puede ser activado por moléculas derivadas del huésped
que son detectadas por el sistema inmune innato, incluyendo el ATP extracelular y el
hialuronano, liberados por las células injuriadas. El acido Urico puede también ser liberado
durante la injuria celular y las vias dependientes del acido Urico también activan el
inflamasoma (Schroder & Tschopp, 2010).
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Figura 13. Activacion del inflamasoma NLRP3. Los DAMPs incluyendo el ATP inician la
generacion de especies reactivas de oxigeno, ROS. Una via dependiente de ROS inicia la
formacion del complejo inflamasoma NLRP3. y la maduracion dependiente de la caspasa 1.
La agrupacion caspasa-1 induce la autoactivacion, maduracion y secrecion de citocinas pro-
inflamatorias como la IL-1f y la IL-18. Modificado de: (Schroder & Tschopp, 2010).
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La actividad de la caspasa-1 dependiente del inflamasoma, también puede resultar en una
forma de muerte celular altamente inflamatoria denominada piroptosis, que se ha descrito
mas frecuentemente asociada a infeccion con patdgenos intracelulares. La piroptosis es, por
definicion, dependiente de la caspasa 1 y ocurre independientemente de las caspasas pro-
apoptoticas. La piroptosis también es considerada una forma de muerte celular programada;
sin embargo, es muy diferente de la muerte celular que se presenta en la apoptosis, la cual
es inmunologicamente silente y controlada. En estos casos, al inflamasoma también se le ha
llamado “piroptosoma” (Schroder & Tschopp, 2010).

La liberacion de ROS mitocondrial lleva a permeabilizacion de la membrana lisosomal
necesaria para activacion del inflamasoma NLRP3. Una consecuencia de la activacién de NLRP3
es la induccion de daino mitocondrial con bloqueo de la mitofagia que removeria la mitocondria
danada. El DNA mitocondrial tambien activa el NLRP3. El influjo de calcio y el eflujo de potasio
también son reguladores mayores del inflamasoma NLRP3.

NECROPTOSIS EN LA ISQUEMIA-REPERFUSION:

Es claro que el trasplante se asocia invariablemente con injuria por isquemia-reperfusion y
hemos descrito algunos mecanismos asociados a esta injuria, la importancia de la inflamacion
estéril y la relacién con el rechazo.

La muerte celular resultante en la isquemia reperfusion tiene rasgos morfologicos de necrosis
regulada, especificamente de necroptosis. La necroptosis se genera al perturbarse la
apoptosis mediada por la caspasa 8 y depende de las proteinas cinasas 1 y 3, interactuando
con el receptor, asi como el MLKL (mixed linage kinase domain like) para formar el
necroptosoma. La liberacion del contenido citosolico y de los DAMPs generan respuestas
inmunes innatas y promueven también la respuesta inmune adaptativa influyendo en la alo-
inmunidad y en la sobrevida del injerto (Linkermann et al., 2013).

La necroptosis ha sido identificada como un elemento clave de la injuria por isquemia-
reperfusion y abre nuevos horizontes a la manipulacién farmacoldégica con inhibidores
especificos de la necrosis regulada como los que causan interferencia a RIPK1, denominada
necostatina-1 (Nec-1), que ha mostrado proteger al rindn, al corazén y al cerebro (Degterev
et al., 2005; Degterev et al., 2008; Hitomi et al., 2008). Incluso, ya hay disponible una segunda
generacion de inhibidores de RIPK1 y RIPK3 que tendran que probar su beneficio clinicamente
en ensayos controlados.
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FORMACION DEL NECROPTOSOMA:

La via de sefalizacion que se ha identificado y responsable por la necroptosis se inicia con la
trimerizacion del receptor muerte que resulta en el reclutamiento de proteinas adaptadoras
a nivel intracelular como la molécula con dominio muerte asociada al receptor del factor de
necrosis tumoral (TRADD: Tumor necrosis factor Receptor type 1-Associated DEATH Domain
protein).

La proteina cinasa interactuando con el receptor (receptor-interacting protein kinase 1: RIPK1)
esta involucrada en el proceso de decision de cémo las células responden a la union del
receptor muerte.

En el caso del receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1) u otros receptores muerte,
RIPK1 es poliubiquitinada a través de dos mecanismos independientes. Primero, los inhibidores
celulares de la senalizacion de la apoptosis (clAPs) vinculan a las cadenas poli-ubs Lys-63.
Segundo, la cadena linear ubiquitina ensambla el complejo (LUBAC) adicionando cadenas lin-
ub a RIPK1. Estas cadenas ub previenen a moléculas como la caspasa 8 o a RIPK3 de interactuar
con RIPK1 para inducir las senales de muerte celular y consecuentemente llevar a la
supervivencia de la célula, un proceso que es mediado a través del factor de trascripcion
nuclear NF-kB en el complejo | (Figura ). En el caso de la desubiquitinacion de RIPK1 por
desubiquitinasas (DUBs) como CYLD (cilindromatosis), un supresor tumoral de la familia de las
desubiquitinas y otras desubiquitinasas, el dominio muerte asociado a Fas y la pro-caspasa 8
son reclutadas en el complejo de sefalizacion induciendo la muerte DISC (DISC: death-inducing
signaling complex) y el complejo eventualmente se disocia de la membrana plasmatica, ahora
denominado Complejo II.

En este proceso, la Caspasa 8 se activa autocataliticamente a través de proximidad forzada
dentro de DISC y lleva a la escision de las caspasas efectoras como la caspasa 3, la caspasa 6
y la caspasa 7 que finalmente ejecutan la apoptosis. La funcion mas importante de la caspasa
8 activa, es la prevencion de la senalizacion de la necroptosis, la cual es alcanzada cuando se
escinden RIPK1 y RIPK3, previniendo el ensamblaje del necroptosoma que se compone de RIPK1,
RIPK3 y MLKL (MLKL: mixed-linage kinase like domain).

La fosforilacion de MLKL por el ripoptosoma dirige la oligomerizacion de MLKL, permitiendo
que MLKL se inserte y permeabilice la membrana plasmatica y las organelas. La integracion
de MLKL lleva al fenotipo inflamatorio y liberacion de DAMPs que generan la respuesta inmune.
De ahi que solo en condiciones en las que la caspasa 8 esta ausente, no es funcional (mutada)
o esta inhibida (en caso de isquemia precisamente), permite el ensamblaje del necroptosoma,
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el cual rapidamente lleva a muerte celular por necrosis, liberando los DAMPs (Linkermann et
, 2013).

RECEPTORES MUERTE
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Figura 14. Formacion del Necroptosoma. Secuencia de eventos: Trimerizacion del receptor
muerte—reclutamiento de proteinas adaptadoras a nivel intracelular — poliubiquitinacion
de RIPK1 vinculando la cadena K63-UB y LIN-UB y ensamblando el complejo LUBAC — RIPK1
recluta RIPK3 — fosforilacion de MLKL — ensamblaje del necroptosoma.

El proceso de respuesta inmunoldgica que es lesiva al injerto se presenta por mecanismos
mucho mas complejos que, simplemente, los DAMPs. Actualmente, hay especial interés en la
necroptosis y en RIPK3 que es el mediador critico de la necroptosis; no obstante, los diana
corriente abajo del necroptosoma no estan claramente indentificados. Un reporte sugiere que
hay trasduccion de la seial necroptotica dentro de la mitocondria via la proteina atipica cinasa
PGAM5 por formacion del complejo mitocondrial Il que llevaria a procesar el factor de fision
mitocondrial Drp-1.
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Lo que si se ha demostrado es que en el mismo 6rgano pueden co-existir diferentes tipos de
muerte celular luego de la injuria-reperfusion evidenciando la complejidad de las multiples
vias de muerte celular necrotica.

Previamente, he mencionado ejemplos de los diferentes tipos de DAMPs. Pues bien, la muerte
celular necrética y necroptotica lleva a la liberacion de moléculas endogenas incluyendo
proteinas de choque de calor, HMGB1, el acido Urico, la fibronectina y otras que actiian como
DAMPs en el proceso de isquemia-reperfusion protagonizando la injuria temprana del érgano.
Estos DAMPs perpetlan la respuesta inmune adaptativa por promover la inflamacion a través
de la interaccion con los TLRs y otros receptores del sistema inmune innato que expresan las
células dendriticas y otras células del sistema inmune.

Es importante entonces entender que, la apoptosis, tiene influencia tolerogénica del huésped
con el injerto, ya que una funcion importante de las caspasas es procesar las moléculas a un
estado no inmunogénico, mientras que las células necroéticas tienen una gran capacidad de
promover la respuesta inmune tal como lo habia hecho notar en el cuadro comparativo de
tipos de muerte celular (Tabla 4). HMGB1 es convertido a una forma oxidada menos
inmunogénica siguiendo a la apoptosis en contraste a la necroptosis. El DNA, que clasicamente,
es degradado en fragmentos mas pequenos, que son menos inmunogénicos, por la DNasa
activada por la caspasa. Igual sucede con la citocina IL-33, otro DAMP liberado de las células
necroptoticas, que se degrada en presencia de las caspasas activas. En contraste, la respuesta
inmune no se encuentra atenuada después de que se pierde la integridad de la membrana
plasmatica en la muerte celular necrética y esta respuesta exagerada, se magnifica en el
trasplante de drganos solidos en que la apoptosis es bloqueada y la necrosis se incrementa
secundario a la iquemia-reperfusion y a la aloinmunidad.

Por todo esto es que se considera hoy que tanto la apoptosis como la necrosis son formas de
muerte celular regulada que, de manera diferencial, dirigen la inflamacion.

HiIGADO:

Una respuesta inflamatoria excesiva es claramente reconocida como un mecanismo clave de
injuria durante la isquemia-reperfusion. La isquemia activa las células de Kupffer que son la
principal fuente de formacion de ROS vasculares durante el periodo inicial de reperfusion. Con
el estrés oxidativo en las células de Kupffer, se generan ROS por la xantina oxidasa y en
particular en la mitocondria. Recientemente, se ha identificado a la NADPH oxidasasa como
una fuente mayor de formacion de superoxido en las células endoteliales y los hepatocitos
(Jaeschke, 2003). Esta NADPH oxidasa es regulada por Rac1, un miembro de la familia Rho de
GTPasas.
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Las citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias y los factores del complemento activados, son
responsables por el reclutamiento de neutroéfilos y el subsecuente estrés oxidativo inducido
por neutrofilos durante la fase de reperfusion.

La injuria por isquemia-reperfusion es un contribuyente mayor a la disfuncidon del injerto
postrasplante y por ende a la morbilidad y mortalidad pues recordemos que para la falla
hepatica no existe ninguna terapia alterantiva disponible como si lo hay para la falla renal;
siendo el higado un drgano vital, la falla hepatica acarrea consigo nefastas consecuencias.
Adicionalmente, no hay a la fecha, una intervencion terapéutica efectiva para prevenir o
controlar la injuria por isquemia-reperfusion, lo que le confiere mayor relevancia al
entendimiento de los fendmenos que suceden al inevitable periodo de isquemia-reperfusion
en el higado.

El higado es un organo con alto requerimiento energético debido a su tamano (el segundo
organo mas grande del cuerpo humano) y a sus funciones y es altamente dependiente de la
suplencia de oxigeno y también susceptible a la hipoxia. Por su Unico modelo de suplencia
sanguinea dual (sangre arterial y venosa) y la alta concentracién de mitocondrias por célula
individual es partiularmente susceptible a la isquemia.

En el proceso de procuramiento, el higado se ve sometido a periodos alternados de isquemia
en frio e isquemia caliente puesto que es removido de la preservacion isquémica en frio cuando
se extrae de la nevera, es luego colocado en el receptor y mientras se realizan todas las
anastomosis vasculares esta sometido a isquemia caliente; con frecuencia, es irrigado y lavado
con solucion salina fria antes de la reperfusion y luego, una vez se sueltan los clamps es
reperfundido por la vena porta sin tener aporte de sangre oxigenada mientras se realiza la
anastomosis de la arteria hepatica que entregaria sangre adecuadamente oxigenada.
Adicionalmente, si técnicamente hay que solucionar fugas en las anastomosis venosas, puede
ser necesario realizar de nuevo el pinzamiento de los vasos del flujo sanguineo de ingreso y
de egreso, mientras se realiza el cierre hermético de las anastomosis venosas (porto-portal,
venas suprahepaticas a vena cava, cavo-cava, derivacion porto-cava dependiendo de la
técnica y del caso particular).

La isquemia en frio induce injuria primordialmente a las células del endotelio sinusoidal y a
las no parenquimatosas, mientras que los hepatocitos son los principales afectados en la
isquemia caliente (Cursio et al., 2015).
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El higado no esta exento a todos los fenomenos que hemos descrito. Siendo estos, fendmenos
a nivel celular y molecular, también se suceden en el higado por lo que solo mencionaré
aspectos complementarios y propios de este organo durante la fase de isquemia-reperfusion.

Los cambios endoteliales son idénticos a los ya descritos; sin embargo, en el higado, son las
células de Kupffer las que se activan y reclutan neutrofilos potenciando la muerte de los
hepatocitos que sufren tres cambios mayores: anoxia, deplecion nutricional y acidosis
citosolica. Los cambios celulares y moleculares se sucedcen, como se describio previamente.

En la isquemia-reperfusion del higado hay dano celular directo, necrosis y apoptosis de los
hepatocitos que pueden llevar a disfuncion del 6rgano. La necrosis es el tipo predominante de
muerte celular en el higado. Este dano celular se presenta por activacion del sistema inmune
y propagacion de la respuesta inflamatoria.

Los hepatocitos poseen cientos de mitocondrias (organelas de doble membrana) y cuando son
expuestos al estrés oxidativo, se presenta una permeabilidad transicional en la mitocondria
iniciada por las alteraciones en el calcio, el fofato, el pH, y los ROS. Una vez se inicia este
periodo, la membrana interna mitocondrial colapsa y los solutos pueden difundirse libremente
a través de la membrana interna mitocondrial; la mitocondria se despolariza, edematiza y la
membrana externa mitocondrial se rompe liberando al citocromo C que normalemente se
encuentra en el espacio intermembrana. El citocromo c es una proteina del apoptosoma. Su
liberacion activa la apoptosis dependiente de caspasa y ATP. Sin embargo, como las células
estan depletadas de ATP desarrollan muerte celular necrética aun en presencia de sefales
pro-apoptoticas. Asi, la disponibilidad de ATP es clave en el cambio de necrosis a apoptosis y
viceversa. En la necrosis se presenta la liberacion de los DAMPs.

La deplecion de nutrientes es uno de los mas poderosos estimulos para la autofagia que como
explicamos en los tipos de muerte celular, es una via intracelular controlada para digerir y
remover organelas y proteinas mediante la formacion del autosoma que envuelve los
constituyentes celulares antes de fusionarse con el lisosoma para producir un autolisosoma en
donde estos constituyentes son degradados a aminoacidos. La autofagia entonces, es silenciosa
desde el punto de vista inmunoldgico. No genera inmunogenicidad y es totalmente controlada.

En los periodos cortos de isquemia, y durante la fase de reperfusion en cambio, la mitocondria
se repolariza transitoriamente y la cadena de trasporte de electrones se restablece llevando
a la generacion de ATP. Asi, se sucede autofagia para eliminar proteinas anormales y organelas
producidas durante la isquemia. Esto en el caso de que la isquemia sea corta; en la isquemia
prolongada, la casi completa pérdida de ATP celular impide la autofagia que requiere energia

42



de manera importante. El mecanismo se explica porque la sobrecarga de calcio activa las
calpainas que hidrolizan a las proteinas claves de la autofagia, ATG7 y BECN1.

La inhibicion de la autofagia falla para eliminar la mitocondria disfuncional y se incrementa
la produccion de ROS que induce la necrosis de los hepatocitos con liberacién de DAMPs.

Un claro protagonista de la respuesta son los DAMPs como lo hemos establecido previamente,
liberados de las células necroticas y de los tejidos lesionados. Numerosos estudios han
demostrado ya, que los DAMPs juegan un papel dominante en la patogénesis de la injuria por
isquemia-reperfusion y que, son considerados hoy en dia, un biomarcador de injuria luego de
la isquemia-reperfusion.

v. MODELOS EXPERIMENTALES

v. 1.  MODELO EXPERIMENTAL 1:

PATRONES MOLECULARES ASOCIADOS A DANO MITOCONDRIAL LIBERADOS
DURANTE LA ISQUEMIA-REPERFUSION HEPATICA E INDUCE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA

La isquemia-reperfusion a que se ven sometidos los drganos con propodsito de trasplante,
genera inmunogenicidad e impacta el resultado global de injertos y receptores. Los fendomenos
celulares y moleculares descritos, incrementan la inmunogenicidad del aloinjerto a partir de
un proceso de inflamacion estéril que activa al sistema inmune y propicia el dafo de los
organos a partir de un intermediario clave que son los patrones moleculares asociados al daio
(DAMPs).

Numerosos modelos experimentales han investigado el papel de los DAMPs y han ilustrado su
importancia. A manera de ejemplo, tomaremos una publicacién de una investigacion que
empled modelos murinos in vitro e in vivo que permitieron confirmar los elevados niveles
sugiriendo que pueden incluso servir como marcadores de injuria por isquemia-reperfusion.
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Hu et al (2015), se enfocaron en entender el papel de los DAMPs mitocondriales en la
patogénesis de la injuria por isquemia-reperfusion hepatica, particularmente en sus dos DAMPs
caracteristicos que son el DNA mitocondrial y los formil péptidos que actuan sobre los Formyl
peptide receptors (FPRs) y Toll-like receptors (TRLs) respectivamente.

El primer objetivo de este modelo fue determinar si los DAMPs son liberados durante la
isquemia-reperfusion hepatica empleando modelos in vitro de isquemia en frio y en caliente
y una vez demostrado, confirmaron este hallazgo en un modelo in vivo.

El Segundo objetivo fue investigar si los DAMPs podian producir dano hepatico independiente
de la isquemia-reperfusion.

METODOLOGIA:

MODELO IN VITRO:

Para este modelo, se emplearon dos lineas de hepatocitos: la McA-RH7777 rat hepatocyte cell
line y la Hep G2 human hepatocyte. Para simular la isquemia en frio, se cultivaron en una
camara hipodxica y en solucion de preservacion de la Universidad de Wisconsin (UW) a 4-C por
6 horas. La reperfusion fue simulada por cambiar la UW a un medio DMEM tibio en una camara
normoxica, humidificada por 1 hora. Para simular la isquemia en caliente, las células fueron
cultivadas en DMEM en la camara hipoxica a 37-C por 2 horas y reoxigenadas de la misma
manera descrita. Asi, pudieron obtenerse 3 grupos: grupo control, grupo isquemia y grupo
isquemia-reperfusion.

MODELDO IN VIVO:

A ratas Lewis les realizaron laparotomia y una maniobra de Pringle, es decir un pinzamiento
atraumatico de la triada portal, para suprimir totalmente el flujo sanguineo al higado durante
1 hora, al cabo de la cual se removio el pinzamiento permitiendo la reperfusién. Los animales
fueron aleatoriamente asignados a dos grupos de 3 sujetos cada uno: Grupo control, en el que
se realizo laparotomia, pero no se realizd pinzamiento (sin isquemia-reperfusion), Grupo
Experimental como se describio. Al final fueron sacrificados para los analisis.
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Maniobra de Pringle

Hepato-duodenal

Via biliar

\\ Arteria Hepatica
" 9

o

Figura 15 . Metodologia modelo experimental 1. Izquierda: rata Lewis, desarrollada por el Dr.
Lewis en 1950s; es una rata albina, de comportamiento docil y baja fertilidad que sufre de
patologia espontaneas como alta incidencia de neoplasias; muy empleada actualmente en el
campo de la investigacion experimental de los trasplantes. Derecha: Maniobra de Pringle:
Obsérvese el pinzamiento de todas las estructuras del ligamento hepato-duodenal en donde
se encuentra la suplencia sanguinea del higado generando una isquemia importante.

EVALUACION HISTOPATOLOGICA:

las muestras de tejido hepatico fueron procesadas y coloreadas como se hace tradicionalmente
en formalina y parafina y con hematoxilina-eosina y evaluadas para danos celulares y conteo
celular con microscopia de luz de alto poder.

INMUNOHISTOQUIMICA:

Los hepatocitos apoptoticos fueron identificados usando inmunohistoquimica para pro-
caspasa-3 y caspasa 3 escindida o activa.

AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS:

Realizado con el kit de aislamiento de mitocondrias Pierce tanto de las ratas como de los
hepatocitos humanos (McA RH-7777) y de las células Hep G2.

ENSAYO PARA APOPTOSIS:

Los hepatocitos de rata, humanos y las Hep G2 fueron marcados con isotiocianato de
fluoresceina marcado con anexina V y propidium yodo empleando el kit de deteccion de
apoptosis Annexin V-FITC. La fluorescencia se detecto a la hora siguiente usando citometria
de flujo.
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NIVELES DE ENZIMAS HEPATICAS:

Se recolectd suero una hora después de la reperfusion y se midieron los niveles de
transaminasas.

DETECCION DE CITOCINAS:

Con ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) se midieron niveles de factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 10 (IL-10) en ratas.

Adicionalmente, se realiz6 PCR en tiempo real para el analisis del DNA mitocondrial con
primers para el citocromo B, la subunidad C del citocromo oxidasa, la NADH deshidrogenasa,
la B actina humana, la glicer-aldheido fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de rata, y las
expresiones de RNA mensajero de los TLR2, TLR4, TLR9, MyD88, y NF-kg.

RESULTADOS:

Las células que experimentaron isquemia-reperfusion in vitro mostraron significantemente
mas altos niveles de DAMP mitocondrial comparadas con los controles normoxicos (Figura 16).
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Figura 16. Isquemia en frio y reperfusion caliente in vitro eleva los niveles de DNA
mitocondrial en hepatocitos de rata y humanas. (A) 6 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion incrementaron significativamente los niveles de DNA mitocondrial en la linea
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celular de los hepatocitos de rata McA RH7777. (B) 6 horas isquemia y una hora de reperfusion
significantemente incrementaron los niveles de DNA mitocondrial en la linea celular de
hepatocitos Isc=Isquemia: Células cultivadas en isquemia en frio, IR: Células cultivadas x 6
horas en isquemia en frio seguidas de una hora de reperfusion caliente. CytB: Citocromo B,
COXlll: citocromo C oxidasa subunidad Ill, NADH: NADH deshidrogenasa. **:p=0,01;
***:p=0,0001. Tomado de: Hu et al., 2015.

En un segundo set de experimentos, las lineas celulares fueron expuestas a isquemia caliente
por cuatro horas y reperfusion una hora. Ambos, hepatocitos humanos y de rata mostraron
tendencias similares con niveles significantemente incrementados de DAMPs mitocondriales
luego de la isquemia y después de la reperfusion (Figura 17), indicando que tanto la isquemia
en frio como la caliente in vitro se asociaron con niveles elevados de DAMPs mitocondriales.
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Figura 17. Isquemia y reperfusién calientes in vitro eleva los niveles de DNA mitocondrial
en hepatocitos de rata y humanos. (A) Isquemia caliente de una hora y dos horas de isquemia-
reperfusion significantemente incrementaron los niveles de DNA mitocondrial en el hepatocito
de ratas McA RH7777. (B) Una hora de isquemia caliente y dos horas de isquemia-reperfusion
caliente significantemente incrementd los niveles de DNA mitocondrial en hepatocitos
humanos HepG2. Controles: Las células fueron cultivadas de manera tradicional en incubadora
por dos horas. 1 h Isc: Una hora de incubacion en isquemia caliente. 1 + 1 IR: una hora de
incubacion de isquemia caliente seguida por una hora de reperfusion caliente. CytB:citocromo
B, COXIIl: citocromo c oxidasa subunidad Ill; NADH: NADH deshidrogenasa. *:p=0,01;
**:p=0,001; ***:p=0,0001.
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OBJETIVO 2. RESULTADOS:

Para explorar el papel de los DAMPs, los investigadores co-cultivaron células en un medio
ambiente normal, de normoxia y hormotermia con DAMPs extraidos de hepatocitos. Con el kit
de deteccion de apoptosis The Annexin V-FITC apoptosis detection kit (eBioscience) se detectd
la apoptosis o necrosis luego de exposicion exponer los hepatocitos normales a los DAMPs y de
comparar células sufriendo isquemia-reperfusion con células control.

La muerte celular se generd en las células con isquemia sola y también con isquemia-
reperfusion in vitro pero de una extension diferente. Los DAMPs indujeron un patrén de muerte
celular similar a las células tratadas con isquemia-reperfusion in vitro (Figura 18).
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Figura 18. Los DAMPs inducen un patrén similar de muerte celular comparado con el de las
células sufriendo isquemia y reperfusion en caliente in vitro. La apoptosis en los
hepatocitos HepG2 in vitro sufriendo isquemia-reperfusion e incubacion con DAMPs. (A)
control: Hepatocitos HepG2 fueron cultivados en medio ambiente normal. (B) Grupo isquemia:
hepatocitos HepG2 que fueron mantenidos en medio ambiente hipoxico por 6 horas in vitro
demostraron apoptosis incrementada cuando se compararon a las células control. (C) Grupo

48



isquemia-reperfusion: Hepatocitos HepG2 incubado en medio ambiente hipoxico por 6 horas y
subsecuentemente transferido a una incubacion normodxica 24 horas presentaron un
porcentaje incrementado de apoptosis y necrosis. Adicionalmente, estas condiciones
indujeron una sub-poblacion de células Pl-positivas (en el circulo). (D) Grupo de incubacion
con los DAMPs: Hepatocitos HepG2 que fueron co-cultivados con DAMPs en un medio ambiente
normal por 24 horas demostraron un porcentaje incrementado de apoptosis y necrosis con una
subpoblacion incrementada de células Pl-positivas (en el circulo), similar al grupo isquemia-
reperfusion (C). Esta figura es representativa de tres experimentos con resultados similares.
La poblacion PI positiva es el nivel basal de muerte celular.

Estos resultados sugieren que los DAMPs podrian exacerbar la injuria del érgano después de la
isquemia-reperfusion. También reportan los autores que incubaron hepatocitos con diferentes
concentraciones de DAMPs y observaron que estos generan muerte celular de una manera
dosis-dependiente en ambas lineas celulares (Figura 19).
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Figura 19. Los DAMPs causan muerte celular in vitro de una manera dosis-dependiente. (A)
DAMPs indujeron significativamente la muerte celular en concentraciones por encima de 100
ug/ml, en McA RH7777 co-cultivadas con diferentes concentraciones de DAMPs por 24 horas.
(B) Los DAMPs indujeron significativamente muerte celular en los hepatocitos en
concentraciones por encima de 100 ug/ml en los hepatocitos HepG2 co-cultivados con
diferentes concentraciones de DAMPs por 24 horas. La barra blanca indica células positivas
para Anexina |, la barra negra indica células PI positivas. *:p=0,01, **:p=0,001, ***:p=0,0001
(n=3 en cada grupo).

DAMPs CIRCULANTES SE INCREMENTARON EN LAS RATAS CON ISQUEMIA-REPERFUSION IN VIVO:

Para investigar si estos resultados in vitro podrian ser replicados in vivo, los investigadores
evaluaron los niveles de DAMPs en sangre periférica de ratas que fueron sometidas a isquemia-
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reperfusion hepatica vs. Ratas a las que se les practico la misma cirugia excepto por la
isquemia-reperfusion.

En el modelo in vivo, el grupo isquemia-reperfusion mostré un incremento significativo de
DAMPs en el tiempo, comparado al grupo control (Figura 20).
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Figura 20 . Incremento en los niveles circulantes de DAMPs in vivo en el grupo de isquemia-
reperfusion hepatica. (A) Una hora de isquemia caliente y una hora de reperfusion caliente
in vivo incrementaron significativamente los niveles de DAMPs mitocondriales tanto durante
la isquemia como durante la isquemia-reperfusion. OB: recoleccion de sangre inmediatamente
después de la laparotomia; I: isquemia: el clamp atraumatico fue colocado en la triada portal
durante 60 minutos; R:reperfusion; reperfusion fue iniciada por remocion del clamp
atraumatico y observado por otros 60 minutos; 10, 130, 160: isquemia por 0/30/60 minutos; RO,
R30, R60: después de 60 minutos del pinzamiento de la triada portal y el clamp fue removido
para alcanzar la perfusion por 0/30/60 minutos. (B) los niveles de DNA mitocondrial no fueron
alterados luego de 2 horas después de la operacion sin pinzamiento. 0, 30, 60, 90. 120 indican
los minutos de tiempo de cirugia sin isquemia-reperfusion, es decir, sin pinzamiento de la
triada portal. *:p=0,01, **:p=0,001, ***p=0,0001 (n=3 en cada grupo).

Estos resultados indican que la isquemia-reperfusion hepatica total puede generar un
incremento significativo de DAMPs circulantes en sangre, los cuales servirian como un
marcador para isquemia-reperfusion hepatica.
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LA ISQUEMIA-REPERFUSION GENERA INJURIA HEPATICA IN VIVO:

Para confirmar que la isquemia-reperfusion lleva a injuria de los hepatocitos in vivo, los
investigadores midieron las células necréticas con disrupcion de membrana. Se encontré mas
injuria en el grupo con isquemia-reperfusion que en el grupo intervenido sin isquemia-
reperfusion (Figura 21).
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Figura 21. Histopatologia de la injuria hepatica después de la isquemia-reperfusion. Las
secciones de higado se obtuvieron a los 120 minutos. (A) Isquemia-reperfusion indujo injuria
hepatica evaluada por coloracion con hematoxilina-eosina (H&E) de diferentes lobulos
hepaticos asi: medio (M), izquierdo (L), derecho (R) y caudado (C) de los grupos sin isquemia-
reperfusion y con isquemia-reperfusion. La flecha negra y la letra V apuntan a la vena porta,
la flecha amarilla indica células necréticas. (B) la isquemia-reperfusion induce significativa
injuria hepatica evaluada por el indice de injuria de Suzuki. ***:p=0,0001 (n=3 en cada grupo).

INDICE DE SUZUKI PARA EVALUAR DANO HEPATICO
LUEGO DE ISQUEMIA-REPERFUSION

INDICE | CONGESTION | VACUOLIZACION | NECROSIS

|
0 | Ninguna | Ninguna | Ninguna |
1 |  Minima | Minima ' Necrosis celular |
2 | Leve | Leve | < 30% |
3 | Moderada |  Moderada | < 60% |
4 | Severa | Severa | > 60% |

Tabla 6. indice de Suzuki para evaluar el dafio hepatico luego del proceso de isquemia-
reperfusion. Tomado de: Suzuki et al., 1991.
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Las enzimas hepaticas permanecieron dentro del rango normal en el control pero se hallo
diferencia estadisticamente significativa en los niveles de las transaminasas luego de
isquemia-reperfusion (Figura 22).
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Figura 22. Injuria hepatocelular evaluada por AST y ALT. La isquemia-reperfusion indujo
significativa injuria hepatica como lo demostraron los niveles elevados de AST y ALT. Las
muestras de suero fueron obtenidas de las ratas a los 120 minutos pos-reperfusion. Una
diferencia estadisticamente significativa fue notada en el nivel sérico promedio de ALT y AST
luego de la induccion de la isquemia-reperfusién, comparado con las ratas operadas pero en
las que no se indujo isquemia-reperfusion in vivo.***:p=0,0001 (n=3 en cada grupo).

La pro-caspasa 3 es una proteina intrinseca que es escindida en fragmentos cuando la célula
sufre apoptosis y es usada cominmente como un marcador de apoptosis. Se evalé apoptosis
en los grupos con inmunohistoquimica para la caspasa 3 escindida y la pro- caspasa 3. Las
secciones hepaticas del grupo isquemia-reperfusion fueron altamente positivas para la forma
escindida de caspasa 3 comparado con el grupo de cirugia sin isquemia-reperfusion (Figura 23).

Sham IR

Pro-caspase 3

Cleaved-caspase 3

Figura 23. La injuria-reperfusion hepatica causa apoptosis in vivo. Las secciones hepaticas
fueron obtenidas a los 120 minutos pos-reperfusion. (A) y (B) La intensidad de la
inmunocoloracion de la caspasa 3 escindida significantemente se incrementé después de
isquemia-reperfusion comparado con el grupo operado sin isquemia-reperfusion.
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Adicionalmente, los investigadores observaron una tendencia que sugeria que en los higados
del grupo isquemia-reperfusion habia mas células apoptoéticas, porque la caspasa 3 escindida
se acumulé mientras que la pro-caspasa 3 se encontroé reducida.

LA ISQUEMIA-REPERFUSION HEPATICA INDUJO LA PRODUCCION DE CITOCINAS INFLAMATORIAS:

Los niveles séricos de TNF-q, IL-6, IL-10 se incrementaron marcadamente en el suero justo 1
hora después de la isquemia-reperfusion hepatica mientras la produccion de TNF-a mostrd un
leve incremento cuando se compard con el grupo sin isquemia-reperfusion (Figura 24).
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Figura 24. La isquemia-reperfusion hepatica total causa inflamacion sistémica in vivo. La
isquemia-reperfusion total induce la liberacion de citocinas IL-6 (A), TNF-a (B), y IL-10 (C) de

manera significativa. Las muestras de suero fueron obtenidas a los 120 minutos pos-reperfusion.

*:p=0,01, ***:p=0,0001 (n=3 en cada grupo).

Los incrementos en las IL-6, TNF-a, y IL-10 estuvieron asociadas con un incremento en los
DAMPs circulatorios.

LOS DAMPs INDUCEN LA EXPRESION DE MyD88 y NF-kB Y UP-REGULAN LA EXPRESION DE TLR2,
TLR4 Y TLR9

La expresion de RNA mensajero para TLR2, TLR4, TLR9, MyD88 y NF-kp fueron similares para
los hepatocitos co-cultivados con DAMPs 400 ug/ml, isquemia-reperfusion caliente e isquemia-
reperfusion en frio (Figura 25).
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Figura 25. Cambios en los niveles de RNA mensajero de TLR2, TLR4, TLR9, MyD88 y NF-kB.
Los DAMPs indujeron la expresion de MyD88 y NF-kB y la up-regulacion de TLR2, TLR4 y TLR9
similar a la isquemia-reperfusion hepatica caliente. (A)-(E) El nivel de expresion de TLR2, TLR4,
TLR9, MyD88 y NF-kB significantemente se increment6 con el co-cultivo con los DAMPs, la
isquemia-reperfusion en caliente y la isquemia-reperfusion en frio comparadas con los
controles. MTDs:co-cultivo de DAMPs con hepatocitos McA RH7777 por 24 horas. W:IR:
hepatocitos McA RH7777 sufriendo isquemia-reperfusion por 1 hora seguida por reperfusion
por 24 horas in vitro. C:IR: hepatocitos McA RH 7777 sufriendo isquemia en frio por 6 horas
seguidas por reperfusion por 24 horas in vitro. *:p=0,01, **:p=0,001, ***:p=0,0001 (n=3 en cada
grupo).

Los niveles de expresion de todos estos genes fueron significantemente mas altos en los
hepatocitos co-cultivados con DAMPs asi como en los con isquemia caliente y fria en
comparacion con el grupo control. Los niveles de expresion todos normalizados en el grupo
control son como sigue: TLR2 (MTDs: 3,572 + 0,426, p<0,01; isquemia-reperfusion caliente:
5,302 + 0,462, p<0,001; isquemia-reperfusion en frio: 5,492 + 0,893, p< 0,001), TLR4 (MTDs:
7,309 + 0,635, p<0,0001; isquemia-reperfusion caliente: 7,953 £ 0,794, p<0,0001; isquemia-
reperfusion en frio 4.753+0.594, p<0.001), TLR9 (MTDs: 3.246+0.145, p<0.001; warm IR:
2.129+0.430, p<0.01; cold IR: 8.528+0.303, p<0.0001), MyD88 (MTDs: 16.04+1.718, p<0.001;
warm IR: 19.90+4.494, p<0.001; cold IR: 6.744+0.977, p<0.01), and NFkB (MTDs: 7.591+0.802,
p<0.001; warm IR: 7.589 +1.266, p<0.001; cold IR: 4.176+0.970, p<0.01).
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LOS DAMPs INDUJERON LA UP-REGULAN LA EXPRESION DE TNFa

Se realizo el ensayo de las citocinas pro-inflamatorias IL-6 y TNFa en el sobrenadante por ELISA.

Los niveles de IL-6 no se incrementaron en el control, ni en los grupos co-cultivados con los
DAMPs o con isquemia-reperfusion en caliente o en frio. Se encontré también un poco de TNFa
en el sobrenadante de los hepatocitos co-cultivados con DAMPs (20.23+6.971pg/ml) y en las
células sujetas a isquemia-reperfusion en caliente (6.799+3.519pg/ml) mientras estos niveles
fueron detectables en el grupo control y las células sujetas a isquemia-reperfusion fria (Tabla
7).

Control MTDs* Warm IR Cold IR
TNFa NA 20.23+£6.971 6.799+3.519 NA

Tabla 7. TNFa fue liberado por los hepatocitos co-cultivados con DAMPs y los sometidos a
isquemia-reperfusion en caliente. *MTDs: hepatocitos McA RH7777 co-cultivados con DAMPs
400 ug/ml por 24 horas; W.IR: hepatocitos McA RH7777 sufriendo isquemia en caliente por 1
hora seguido por la reperfusion por 24 horas in vitro. NA, no disponible.

La expresion de TNFa fue significantemente up-regulada en los hepatocitos co-cultivados con
DAMPs por qPCR (Figura 26), el cual fue 16,12 + 2,974 veces mas alta que el grupo control
(p<0,001).
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Figura 26. Cambios en los niveles del RNA mensajero del TNFa. La expresion up-regulada de
TNFa, inducida por DAMPs fue similar en los hepatocitos con isquemia-reperfusion caliente y
en los co-cultivados con DAMPs. MTDs: hepatocitos McA RH7777 co-cultivados con DAMPs 400
ug/ml por 24 horas; W.IR: hepatocitos McA RH 7777 que sufrieron isquemia en caliente por 1
hora y reperfusion por 24 horas in vitro. **:p=0,001, ***:p=0,0001 (3 en cada grupo).
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DISCUSION:

Este es una de muchas investigaciones que aportan evidencia sobre el papel critico de los
DAMPs en la iniciacion de la injuria por isquemia-reperfusion. Los DAMPs clasicos son el DNA
mitocondrial y los formil péptidos que actlan sobre los receptores TLRs y FPRs,
respectivamente. Este estudio confirma que los DAMPs se elevaron en los hepatocitos
sufriendo isquemia-reperfusion in vitro y también in vivo; no obstante, los patrones de
liberacion de DAMPs fueron diferentes cuando las células fueron sometidas a isquemia
relacionada a trasplante y a isquemia en caliente. La elevacion fue mucho mas alta en la
isquemia-reperfusion comparado con la isquemia en frio sola. En contraste, en la isquemia
caliente, los niveles de DAMPs se incrementaron inmediatamente tanto in vitro como in vivo
y se mantuvieron altos en las fases de reperfusion.

Todo esto indica que hay diferentes mecanismos de injuria en la isquemia en frio y en caliente
y es consistente con otros estudios que también demuestran que durante la preservacion en
frio, los mediadores toxicos no son liberados, mientras que en la isquemia en caliente son up-
regulados.

También, por el elevando nivel de DAMPs luego de retirar el pinzamiento y reperfundir, se
confirma que la reperfusion libera DAMPs. Los DAMPs generan apoptosis y necrosis de una
manera dosis-dependiente indicando que pueden servir como mediadores toxicos participando
en la patogénesis de la isquemia-reperfusion hepatica.

La liberacion de citocinas inflamatorias fue probablemente relacionada a la activacion de las
células dendriticas o macrofagos hepaticos por los DAMPs que también inducen las células
inmunes llevando a muerte de los hepatocitos.

Todos estos hallazgos ratifican el papel fundamental de los DAMPs y que pueden ser empleados
como un biomarcador de isquemia-reperfusion en el higado.

56



V. 2. MODELO EXPERIMENTAL 2:
EXPRESION DE TLR2 Y TLR4 LUEGO DE ISQUEMIA-REPERFUSION

La isquemia-reperfusion cursa con un proceso inflamatorio que causa dano celular. Luego de
la isquemia-reperfusion la up-regulacion de TLRs se incrementa. En este proceso, se estimula
la up-regulacion de los TLRs y las moléculas de adhesion y se secretan factores que se unen a
los TLRs y generan una serie de eventos intracelulares culminando con el incremento en la
expresion génica de citocinas inflamatorias.

Los TLRs son una familia de proteinas transmembrana que ligan una serie de productos
microbianos y también los DAMPs. Particularmente, los TLR2 y TLR4 ligan proteinas de choque
térmico (Heat Shock Protein=HSP=proteinas de respuesta al estrés), al high mobility group box
1 (HMGB1) y productos de fragmentacion de fibronectina, heparan sulfato y acido hialurénico.
Después de la activacion de los TLRs una cascada de eventos intracelulares ocurre resultando
en liberacion de NF-kB que permite la translocacion del citoplasma al nucleo donde este media
el incremento de la expresion de citocinas inflamatorias. A nivel renal, TLR2 y TLR4 se
expresan constitutivamente en los tubulos proximales y distales, el asa de Henle y los tUbulos
colectores.

FTY720 o fingolimod, es un componente inmuno-modulador de los receptores esfingosina 1
fosfato (S1P) que puede proteger al rindn trasplantado, durante la isquemia-reperfusion,
aunque no es claro su mecanismo. No obstante, tiene efectos confirmados de atenuar el dano
renal y disminuir las células que infiltran el rindn (Pedregosa et al., 2011).

En este modelo experimental, los investigadores tuvieron como objetivo evaluar si el efecto
protector de la administracion de FTY720 en ratones sometidos a pinzamiento del pediculo
renal para generar isquemia-reperfusion se asocia con la modulacion y expresion de TLR2 y
TLR4.

METODOLOGIA:

Para responder la pregunta de investigacion, se emplearon ratones C57BL/6, a quienes, a
través de una laparotomia, les realizaron pinzamiento del pediculo renal por 30 minutos
(isquemia), confirmando nuevamente el retorno del flujo sanguineo al retirar la pinza
(reperfusion).
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Figura 27. Metodologia del modelo experimental 2. Izquierda: Raton C57BL/6. Cepa de ratdn
de laboratorio creada por Clarence Cook Little en 1921 y tal vez el mas estudiado y popular
para propositos de investigacion genética. Derecha: Pinzamiento de los vasos renales para
generar isquemia/Despinzamiento de los vasos renales para generar reperfusion.

En sangre periférica se midio creatinina, urea, éxido nitrico y porcentaje de linfocitos. El bazo
fue removido para evaluacion citométrica de TLR2 y TLR4. Los rifiones también fueron
removidos para evaluacion histoldgica, citometria de flujo e inmunohistoquimica.

Se asignaron tres grupos de estudio:
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sl
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Control IR: Isquemia IR+FTY: Isquemia-Re-
Reperfusion perfusion + iny. FTY

Figura 28. Asignacion de los grupos de estudio de ratones C57BL6. Grupo control: Sin isquemia-
reperfusion ni  FTY720. Grupo IR+FTY: Ratones sometidos a laparotomia +
pinzamiento/despinzamiento del pediculo vascular renal para generar isquemia/reperfusion
con inyeccion intravenosa de FTY720 1 mg/Kg antes del pinzamiento del pediculo vascular
renal. Grupo IR: Ratones sin aplicacion de FTY720 pero con idéntica cirugia para generar
isquemia/reperfusion.
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RESULTADOS:

Las mediciones de creatinina sérica, urea y nitrito se incrementaron significativamente en el
grupo isquemia-reperfusion (IR) en comparacion con el grupo control. El tratamiento con
FTY720 caus6 una disminucion significativa en la creatinina y la urea aunque mayor el nivel

que los del grupo control. El nitrito sérico fue mas bajo de manera significativa en el grupo
IR+FTY al compararlo con el grupo control (Figura 29).

>
[os)

C

4 400 204
% = 300 15

34 | b — 9
: 3 :
= o =
P E 200 £ 10
£ S|
= @
o 14 S 100 5
[&]

o ol oLl — .

‘(} * é"\ 40 & <('\ \‘(} a8 é
& & X & &
& ¢ & <

Figura 29. Niveles de creatinina sérica (A), urea sérica (B) y nitrito sérico (C) en grupos Control,

isquemia-reperfusion sin tratamiento (IR) y ratones con isquemia-reperfusion tratados con
FTY720 (IR+FTY720). ***:p<0,0001.

En la histopatologia, los cortes en la microscopia de luz mostraron necrosis tubular aguda,
tanto en el grupo de IR como en el grupo de IR+FTY (Figura 30).

Figura 30. Histologia renal luego de 24 horas de isquemia/reperfusion en los ratones no

tratados (IR 200x; A) y en los ratones con isquemia-reperfusion y tratados con FTY720 (IR+FTY
200x; B).
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La IR causé significante linfopenia en ratones tratados y no tratados con FTY720 con una gran
disminucion en el niumero de linfocitos en los animales tratados, confirmando el efecto de
linfopenia del fingolimod. De otro lado, no hubo diferencias significativas en el nimero de
células del bazo cuando se compararon los 3 grupos (Figura 31).
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Figura 31. Porcentaje de linfocitos en sangre periférica (A) y nimero de células en el bazo (B)
de los grupos control, con isquemia-reperfusion (IR) y con IR pero tratado con FTY720.
***:p<0,0001; ns=no significativa (p=0,256).

Luego de la isquemia-reperfusion se presentoé un incremento significativo en la expresion de
TLR2 en los linfocitos y en las células del bazo no linfociticas. El tratamiento con FTY720
disminuyo la expresion de TLR2 a los niveles del grupo control. En los ratones con IR pero sin
tratamiento, el porcentaje de expresion de TLR4 en las células del bazo también se
incremento (linfocitos y no linfocitos) y el tratamiento con FTY720 causé una expresion de
TLR4 en los linfocitos similar a la del grupo control mientras el FTY720 en los no linfocitos
llevo a disminucion significativa en la expresion de TLR4 pero fue aln mas alta que en el grupo
control (Figura 32).
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Figura 32. Porcentaje de TLR2 en linfocitos del bazo (A), TLR2 en células no linfociticas del
bazo (C), TLR4 en linfocitos del bazo (B) y TLR4 en células no linfociticas del bazo (D) en los
grupos control, grupo isquemia-reperfusion (IR) y grupo IR tratado con FTY720. **:p=0,001,
***:p<0,0001.

Las células infiltrando el rindn fueron similares en niUmero cuando se compararon los grupos.
Sin embargo, cuando el porcentaje de TLR2 se evalud hubo un incremento significativo en los
ratones con IR pero no tratados. El tratamiento con FTY720 causo6 una disminucion significativa
en la expresion de TLR2 en estas células. La expresion de TLR4 se incrementd
significativamente luego de IR en los ratones no tratados en comparacion con los controles y
el tratamiento con FTY720 solo disminuyd de manera parcial el porcentaje de este marcador
(Figura 33).
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Figura 33. NUumero de células infiltrando el rifdn (A), porcentaje de células infiltrantes con
TLR2+ (B) y porcentaje de células infiltrantes con TLR4+ (C) en grupos control, grupo isquemia-
reperfusion no tratado (IR) y grupo de ratones tratados (IR + FTY). Ns= No significativo
(p=0,069); ***p<0,0001.

La evaluacion de la expresion de TLR2 y TLR4 en las células residentes de rindon mostraron
fuerte positividad para ambos marcadores en ratones con IR no tratados (Figura 34).
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Figura 34. Células del bazo (lifocitos A, rojo) y expresion de TLR2 en los grupos control y el
grupo IR no tratado (B, lineas gris y verdes respectivamente). Grafico de puntos de las células
del bazo (no linfociticas, C, rojo) y expresion de TLR2 en los grupos control y el grupo IR no
tratado (C, lineas gris y verde respectivamente). Grafico de puntos de las células infiltrantes
de rindn (E, FSC x SSC - R2) y expresion de TLR2 en los grupos control y grupo IR no tratado
(F, lineas gris y verde respectivamente).
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El tratamiento con FTY720 no previno la expresion de TLR2 y TLR4 en células residentes de
rinones sometidos a IR (Figura 35).

Figura 35. Secciones de rinones sometidos a IR y evaluados para TLR2 y TLR4 usando
inmunohistoquimica. La expresion de TLR2 en ratones con isquemia-reperfusion no tratados
(A, 40x), y en ratones tratados (B, 40x). La expresion de TLR4 en ratones con IR no tratados
(C, 40x) y en ratones tratados con FTY720 (D, 40x).

El rindn expreso significativamente mas altos niveles de IL-6 en los ratones no tratados en
comparacion con el grupo control. El tratamiento con FTY720 disminuyo la expresion de IL-6
a los niveles del grupo control (Figura 36).
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Figura 36. Ensayo Western blot de la tasa de IL-6/actina en tejido renal de ratones C57BL/6
sometidos a IR o IR+FTY o grupo control sin IRy sin FTY. Tomado 24 horas después del proceso.
P=0,0002.

DISCUSION:

La isquemia-reperfusion es un fendmeno que cursa con inflamacion independiente de antigeno
y causa dano tisular por lo que la manipulacion del fendomeno con miras a disminuir la reaccion
y el proceso lesivo, es altamente relevante.

Este estudio confirma el dafo generado por el proceso isquemia-reperfusion y también la
mejoria en los parametros de laboratorio cuando se trataron los ratones con FTY720 como una
expresion de la atenuacion del dano.

La disminucion en los niveles circulantes de oOxido nitrico (NO) como expresion de esa
atenuacion se correlaciona con estudios previos que han demostrado que los pacientes con
injuria renal sostenida tienen altos niveles circulantes de NO cuando se comparan a pacientes
en iguales condiciones pero que recuperaron la funcién y cuando se comparan con individuos
saludables. Esto permite la hipotesis de que la proteccion dada por el FTY720 puede ocurrir
por via de la modulacion del NO circulante.

La necrosis tubular aguda se presentd en ambos grupos con isquemia-reperfusion, tratados y
no tratados, lo cual nos plantea que este analogo de la esfingomiocina no impide el dafo por
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isquemia, pero si atenua la reperfusion y las consecuencias funcionales del proceso ya que la
funciodn renal si mejoro con el uso de FTY720.

Es claro que todo este proceso inflamatorio de la IR, incluye la activacion de receptores
inmunolodgicos de membrana como los TLRs y subsecuente regulacion de citocinas pro-
inflamatorias y quimiocinas. Esta investigacion confirma el incremento en la expresion de RNA
mensajero de TLR2 y TLR4 especialmente a nivel de las células tubulares renales.

Los efectos del FTY720 no se limitan al rindn; Martin et al. (2010), lo emplearon en un modelo
de isquemia hepatica y no solo previno la acumulacion de células T CD4+ en los sinusoides
hepaticos, sino que también disminuyd la expresion de genes de TLR4 y IL-6 en el tejido
hepatico.

En este modelo de isquemia renal, los autores encontraron que FTY720 caus6 una reduccion
de TLR2 a niveles iguales a los del grupo control tanto en células del bazo como en células
que estaban infiltrando el rindn y en menor intensidad en los niveles de TLR4.

La proteccion conferida por FTY720 a los rifiones sometidos a isquemia-reperfusion se sucede
por mecanismos dependientes e independientes de las células T. El mecanismo dependiente
ocurre por linfopenia inducida por FTY720 via de la directa activacion del receptor de
esfingocina 1 fosfato sobre los linfocitos. El mecanismo independiente de las células T esta
asociado con activacion directa de S1P1R expresado sobre las células epiteliales tubulares
renales.

La IL-6 ha sido considerada un marcador de severidad de la respuesta inflamatoria luego de
isquemia-reperfusion. La expresion de la proteina IL-6 en el tejido renal estuvo
significantemente incrementada luego de IR. El tratamiento con FTY720 redujo la expresion a
niveles similares a los del grupo control.

CONCLUSION:

El FTY720 causo una expresion reducida de TLR2 y TLR4 en las células del bazo y células
infiltrantes en el rindn pero no previno la expresion en células residentes renales 24 horas
luego de la injuria por isquemia-reperfusion. Los niveles circulantes de NO y la expresion renal
disminuida de IL-6 en los ratones tratados con FTY720 sugieren que la droga actua in varios
pasos del proceso inflamatorio y asi protege el riiidn, al menos en parte, del daifo causado por
la IR. Sin embargo, se requieren mas estudios para saber si podemos terapéuticamente
emplear a TLR2 y TLR4 como blancos protectores de la funcidn renal.
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V. 3. MODELO EXPERIMENTAL 3:

LA INHIBICION DE TLR2 PROMUEVE LA FUNCION DEL INJERTO EN UN MODELO DE INJURIA
REPERFUSION DE TRASPLANTE RENAL:

Farrar et al. (2012), desarrollaron una investigacion experimental empleando un anticuerpo
monoclonal contra el TLR2. Los TLRs juegan un papel central en la induccion de la respuesta
inmune innata y el desarrollo de respuestas inmunes especificas de antigeno. Son expresados
en una variedad de células tales como neutrofilos, macrofagos, células dendriticas y células

B. También los expresan células no inmunes como los fibroblastos, miocitos, células epiteliales.

Son capaces de reconocer ligandos enddgenos del huésped expresados luego de injuria celular
resultando en la induccion de respuesta pro-inflamatoria.

El receptor TLR2 es una proteina transmembrana que forman heterodimeros con TRL1 o TLR6
para formar un heterodimero de sefalizacion. La activacion de TLR2 lleva a la cascada de
sefalizacion involucrando las proteinas adaptadoras MAL y MyD88 y culmina en la translocacion
al nucleo del factor de transcripcion NF-kB, que a su vez, lleva a la induccion de citocinas pro-
inflamatorias.

TLR2 es constitutivamente expresado en las células epiteliales tubulares renales y tanto TLR2
como TLR4 son up-regulados en casos de isquemia renal a nivel del RNA mensajero y a nivel
protéico.

Esta claramente establecido que tanto TLR2 como TLR4 expresados en las células
parenquimatosas no vasculares juegan un importante papel en modelos renales de isquemia-
reperfusion.

En la investigacion de Farrar y colaboradores, que desarrollaré a continuacion, se tuvo como
objetivo principal, evaluar la contribucion de TLR2 de donante y de receptor empleando un
modelo relevante clinicamente de injuria isquémica asociada a trasplante renal y un novedoso
anticuerpo anti TLR2.

METODOLOGIA:

Se emplearon:

Ratones: Wild-type (WT) C57-Bl/6. Grupos de 4 ratones.
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Células productoras de anticuerpo: NSO cells: Linea celular derivada del mieloma murino no
secretante, conocidas por su capacidad de producir naturalmente anticuerpos. Se emplearon
estas células expresando OPN 301 (Opsona Therapeutics)

OPN 301: Anticuerpo monoclonal que fue inyectado y medido en el suero de los ratones por
medio de ELISA. Los controles fueron suero de los ratones antes de la inyeccion.

Pam3CSK4: Fue empleado para estimular los TLRs. Esta sustancia es un lipopéptido triacilado
sintético que semeja el terminal amino acilado que tienen los lipopolisacaridos bacterianos.
Es un potente activador de NF-kB mediada a través de los TLR2 y TLR1 que reconocen los
lipopolisacaridos bacterianos.

Los ratones fueron sometidos a cirugia, tanto los ratones donantes como los ratones receptores,
pero una hora antes se les inyecté un solo bolo de 10 g/kg de anticuerpo antiTLR2. Se les
realizd un trasplante renal ortotopico. En el dia 5, a los receptores se les practico nefrectomia
del rindn nativo residual, de manera que la funcién renal dependiera exclusivamente del rifdn
trasplantado y en el dia 6 fueron sacrificados.

RESULTADOS:

1. OPN 301 INHIBE LA PRODUCCION DE CITOCINAS INDUCIDAS POR Pam3Csk4 EX VIVO

Sangre total de ratones saludables fue estimulada ex vivo con un lipopéptido sintético
ligando especifico del TLR2 en presencia y en ausencia de OPN 301 y se midio la
concentracion de IL-6 aproximadamente 12 horas después.

2. OPN 301 ESPECIFICAMENTE ATENUO A LAS CITOCINAS INDUCIDAS POR TLR2 IN VIVO:

El tratamiento con el ligando Pam3Csk4 indujo altas concentraciones de citocinas pro-
inflamatorias. También se empled alteranativamente lipopolisacaridos de E Coli y también
indujo las citocinas; sin embargo, el pretratamiento con OPN 301 inhibio el ligando Pam3Csk4,
pero no el LPS de E Coli. De esta manera confirmaron los autores que una dosis rango de OPN
301 en el modelo del Pam3Csk4, completamente abatio la respuesta pro-inflamatoria y dada
la probabilidad de que en el trasplante renal haya un mayor nimero de TLR2 y DAMPs, se
empled una dosis mayor para el estudio (Figura 37).
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Figura 37. (A) Sangre fue tratada ex vivo con 1 ug/ml Pam3Csk4 y una dosis rango de OPN
301 vs. un isotipo murino de Ig G. OPN 301 inhibi6 la IL-6. ***:p>0,001. (B y C) Ratones
fueron inyectados iv con OPN 301. Después de 30 minutos fueron desafiados con 100 ug de
Pam3Csk4 o 50 ug de LPS. Después de 4 horas los ratones fueron sacrificados para analisis
e citocinas. OPN 301 es especifica para TLR2; obsérvese que no inhibe IL-6 inducida por
lipopolisacaridos (LPS) (B) o IL-12p40 (C). (D a F): Pam3Csk4 indujo altas concentraciones
de IL-12p40 (D), KC, _(E) IL-6 y (F) que fueron suprimidos cuando los ratones fueron
tratados con OPN 301. ns=no significativa, **:p>0,01, ***:p>0,001; ANOVA.

3. INHIBICION DE TLRs DE DONANTE Y RECEPTOR REDUCE LA FALLA RENAL POS-
ISQUEMICA

Luego de pretratar donantes y receptores con OPN 301, los drganos de los donantes fueron
expuestos a 30 minutos de isquemia en frio y luego traplantados en receptores singénicos.
Luego de cinco dias, el rindn nativo fue removido y la funcidén se midio el dia 6 reflejando
la funcion del rindn trasplantado.

Los receptores no tratados mostraron evidencia de funcion renal deteriorada que no se
recuperé por el 6 dia postrasplante. El tratamiento de donante y receptor con OPN 301,
significativamente mejor6 la funcion renal cuando se compard con ambos, el control
(media: 19.8+5.9 vs. 33.9+10.1 mM; P<0.01) y el grupo de tratamiento de anticuerpo
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(media: 19.845.9 vs. 35.0+£9.5 mM; P<0.01). El tratamiento con OPN 301 equipara al menos
el tratamiento con anticuerpo anti-p-selectina, también dado a ambos, donantes y
receptores. El tratamiento con anti-P-selectina fue considerado un adecuado control
positivo en previos estudios en que demostrdo un efecto protector luego de su
administracion (Figura 38).
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Figura 38. La inhibicion de los TLR2 de donantes y receptores redujo la falla renal pos-
isquémica. Los ratones trasplantados con isoinjerto fuero nefrectomizados de sus dos
rifiones. Uno en el momento del trasplante y el otro nativo en el dia 5. Las medicones de
NU sérico fueron determinadas en muestras sanguineas 24 horas después de la nefrectomia.
Los resultados mostrados son para 4 grupos experimentales diferentes con 10 integrantes
por grupo y con los valores p mostrados. La linea punteada representa la medicion de NU
en animales normales.

4. LA ABLACION DE LOS TLRs DE DONANTES Y RECEPTORES, PRESERVA LA ESTRUCTURA
RENAL TUBULAR Y DISMINUYE EL DEPOSITO DE COMPLEMENTO RENAL:

La evaluacion de la injuria estructural fue realizada con microscopia de luz y mostro estrecha
correlacion con las medidas funcionales. La integridad tubular estaba bien preservada, con
solo escasa necrosis luego del tratamiento con OPN 301 en ambos, el donante y el receptor.
Cuando se compard con el grupo control tratado o con el grupo control no tratado (indice de
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injuria: 1.9+0.62 vs. 3.1+0.35; P<0.05), mostrando extenso adelgazamiento con degeneracion
epitelial, desprendimiento y necrosis ampliamente diseminada (Figura 39).

Figura 39. Ablacion de TLR2 en donante y receptor preserva la estructura tubular. Los
resultados son coloracion PAS (Periodic acid-Schiff) para el dia 6 del trasplante. Las flechas
rojas indican adelgazamiento, desprendimiento o denudacion y necrosis de los tubulos renales
en la union cortico-medular. Las flechas negras muestran los tubulos renales normales y
permeables en la uniéon cortico-medular. Las imagenes son representativas de 10 ratones
examinados en cada grupo (view: X 200)

La ablacién de TLR2 redujo el depésito de C3d en la union cortico-medular sensible a la hipoxia.

El C3d positivo puede ser observado en la superficie basolateral de los tubulos proximales. El
patron de depoésito de C3d observado en el grupo tratado con OPN 301 fue marcadamente
reducido en comparacion con el grupo control tratado. Esta observacion demuestra una clara
relacion entre la reduccion de la inflamacion renal inducida por OPN 301 y el depésito del
complemento dentro del intersticio renal (Figura 40).
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Figura 40. Inmunofluorescencia para complemento. Arriba izquierda: Anti TLR2, Arriba
derecha: Isotipo control, Abajo izquierda: Normal. Efecto del bloqueo de TLR2 sobre el
deposito de complemento. Las fotografias ilustran depodsito de complemento en los tratados
con OPN 301, el isotipo control tratado y los animales normales. La flecha muestra la
coloracion positiva, la cual es abundante en los animales isotipo de control tratados. El grafico
de barras muestra depodsito de complemento determinado dentro de 20 campos de alto poder
por animal (vista: x 200) en cada uno de los grupos experimentales. Los nUmeros en paréntesis
representan los animales estudiados en cada punto.

5. TRATAMIENTO ANTI-TLR2 EN EL RECEPTOR SOLO REDUCE LA FALLA RENAL POS-
ISQUEMICA:

Desde que los TLR2 pueden ser expresados por células del donante y del receptor, los
investigadores quisieron evaluar la suficiencia del tratamiento si se suministra Unicamente a
los receptores. Asi, realizaron trasplantes en un nuevo grupo al que trataron con solucion



salina como grupo control de los receptores ya descritos. Después de tratar un grupo de
ratones con OPN 301, los receptores fueron trasplantados con donantes de rifon sinérgicos
expuestos los érganos por 30 minutos a la isquemia en frio.

El pretratamiento del receptor solo, mejord significativamente la funcion renal comparado
con el grupo solucion salina (control). Mientras el efecto combinado de donante y receptor
pre-tratados llevé a una mejoria en el NU de 39% (Figura 41), el bloqueo de los TLR2 en los
receptores llevo a una mejoria de un 33% al compararlos con sus respectivos controles. Asi, el
tratamiento del receptor solo, fue comparable en eficacia a tratar el donante y el receptor.
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Figura 41. Inhibicion exclusiva de los TLR2 de los receptores redujo suficientemente la falla
renal pos-isquémica. Los rifnones trasplantados con isoinjertos tuvieron su rindn escindido al
5 dia pos-trasplante. Las mediciones de creatinina sérica fueron determinadas en muestras
sanguineas 24 horas después. Los resultados mostrados son para OPN 301 y para el grupo
experimental tratado con salina (n=10 por grupo), con el valor p relevante expresado. La
linea punteada representa la medicion de NU en animales normales.
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Los resultados histopatologicos incluyendo el indice de injuria tubular reflejaron la medicion
del NU. Se confirmd un efecto protector significativo del OPN 301 en el receptor cuyo donante
no fue tratado, en términos de reduccién de injuria tubular, denudacion epitelial y expansion
de la necrosis comparado con el grupo de receptores tratado con solucién salina (indice
injuria: 1.7£0.41 vs. 2.9+0.21; P<0.05) (Figura 42).

Figura 42. Histologia renal dia 6 pos-trasplante. Izquierda: Anti TLR2; Derecha: Control con
salina. Ablacion de los TLR2 en los receptores preserva la estructura tubular. Los resultados
mostrados son coloracion PAS en el dia 6 pos-trasplante. Las imagenes son representativas de
10 ratones examinados en cada grupo. Magnificacion x 200.

DISCUSION:

El principal aporte de esta investigacion es la demostracion de una posibilidad terapéutica
efectiva para atenuar la injuria por isquemia-reperfusionn. Adicionalmente, la confirmacion
de su efecto en un modelo murino de trasplante renal que no es igual al modelo isquemia-
reperfusion sin trasplante o en 6rganos nativos.

El bloqueo de los TLRs con el anticuerpo monoclonal OPN 301, no solo limito la inflamacion
tisular pos-isquémica y la destruccion tubular dentro del rifdn trasplantado, sino que ademas
bloquea la liberacion de citocinas pro-inflamatorias. Esto sugiere que el bloqueo de TLR2 tiene
multiples efectos downstream de la cascada inflamatoria.
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De otro lado, estos resultados mostraron un enlace entre el sistema TLR y el sistema del
complemento en el contexto del trasplante renal. Los dos sistemas pueden ser activados por
ligandos comunes.

VI. CONCLUSIONES:

Los 6rganos solidos para trasplante, invariablemente, sufren injuria durante el proceso
mecanico del procuramiento y por la isquemia-reperfusion.

El entendimiento de los eventos y mecanismos a nivel celular y molecular son fundamentales
para el desarrollo de estrategias terapéuticas que puedan disminuir el impacto de la injuria
por isquemia-reperfusion.

La respuesta a la hipoxia incluye la integracion de mecanismos a nivel gendmico, celular,
molecular e inmunoldgico.

Un claro protagonista de la respuesta son los DAMPs como lo hemos establecido previamente,
liberados de las células necréticas y de los tejidos lesionados. Numerosos estudios han
demostrado ya, que los DAMPs juegan un papel dominante en la patogénesis de la injuria por
isquemia-reperfusion y que, son considerados hoy en dia, un bio-marcador de injuria luego de
la isquemia-reperfusion.

Las sefnales de peligro liberadas por las células que mueren (DAMPs) alertan a los TLRs que
codifican genes regulando mediadores y células inflamatorias.

En el medio ambiente inflamatorio, las células dendriticas interceptan el antigeno, migran a
los ganglios linfaticos y presentan el antigeno a las células inmunocompetentes activando la
inmunidad adaptativa y favoreciendo el rechazo.

La amplia variedad de injuria citotoxicas que se suceden, involucran a la necroptosis. La
habilidad de bloquear esta necroptosis es tal vez, el foco de mayor atencion en este campo
actualmente. El problema persiste por la complejidad de los eventos y porque aun no se ha
identificado el receptor de la via de la necroptosis ya que TNFR1, considerado como el inductor
primario de necroptosis, requiere confirmacion in vivo. Esto ampliaria las posibilidades al
tener una sustancia similar a Nec1 que, simplemente, se adicionara a las soluciones de
preservacion, disminuyendo el gran impacto que la injuria por isquemia-reperfusion genera en
la funcion y la sobrevida del injerto, asi como en la fibrogénesis y el rechazo.

Los modelos experimentales como los que se citaron en este documento, presentan resultados
prometedores, que sin duda cambiaran favorablemente el prondstico y sobrevida de los
trasplantes de organos solidos.
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