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Resumen

El dafo irreversible de dérganos es uno de los principales desafios de la salud. Una
manera de mitigar este problema es a través de la realizacion de trasplantes de 6rganos.
Si bien el trasplante ha alcanzado un grado de éxito considerable, varios factores limitan
significativamente su efectividad. En este contexto las reacciones inflamatorias en el
injerto tienen una influencia fundamental en el funcionamiento del 6rgano a corto y a largo
plazo. Una de las principales razones de la reaccion inflamatoria inicial, es el dafio
generado por la isquemia y la reperfusion (IRI) del 6rgano, condicionando asi el tiempo de
recuperacion de la funcién del érgano post-trasplante. En el caso del trasplante renal, la
entidad clinica denominada funcién retrasada del injerto (DGF), es una situacion clinica
frecuente donde el 6rgano tarda en recuperar la funcién luego del trasplante. En otros
tipos de trasplante, como el hepatico, también se describen eventos adversos en la etapa
inmediata post-trasplante. En este caso, se puede presentar un sindrome denominado
“sindrome por reperfusion” (SPR), que se manifiesta como una descompensacion del
receptor del trasplante. Datos bibliograficos indican que tanto especies reactivas del
oxigeno como mediadores de la respuesta inmune participarian en estos eventos
adversos iniciales. Por lo tanto, estrategias terapéuticas que tiendan a limitar la accioén de
radicales libres asi como inmunomoduladores como el Inhibidor Secretorio de Proteasas
Leucocitarias (SLPI), podrian ejercer efectos beneficiosos en el trasplante.

En esta tesis, se estudio la fisiopatologia y terapéutica en trasplante de 6rganos sélidos,
evaluando: i) diversos mediadores inmunes vinculados al DGF; ii) al SLPI como
biomarcador de dafio renal; iii) los efectos de un antioxidante en el resultado a corto plazo
en trasplante renopancreatico, hepatico y renal y iv) la funcién de SLPI en trasplante
renal.

Los resultados obtenidos demostraron niveles diferenciales de mediadores inflamatorios
en pacientes con DGF versus pacientes sin DGF, observando correlaciones entre los
niveles de los transcriptos y factores de riesgo tanto del donante como del receptor, asi
como también con indicadores de funcionamiento renal. Ademas, se pudo observar que
los niveles del SLPI en liquido de perfusion renal podrian ser utilizados como un
biomarcador del estado del 6rgano a trasplantar ya que la mayoria de los pacientes que
sufren DGF presentan niveles elevados de SLPI en el liquido de perfusion.

Por otra parte, el bloqueo de las especies reactivas del oxigeno resultantes del IRI

principalmente en el donante, disminuyé los niveles de citoquinas proinflamatorias,



alarminas plasmaéticas, los eventos de pancreatitis, DGF, SPR vy la frecuencia de dialisis
post-trasplante en pacientes trasplantados renopancreéticos, hepéticos y renales.

Como otra opcion de tratamiento para IRI, decidimos evaluar la capacidad terapéutica del
SLPI en un modelo animal. En este caso pudimos determinar que el tratamiento con SLPI
disminuyd la necrosis tubular aguda y mejor6 el funcionamiento renal. Teniendo en cuenta
estos resultados, se estudio la funcion del SLPI en el trasplante renal. Se pudo determinar
que los niveles plasméticos de SLPI se correlacionan de forma directa con la creatinina
plasmatica. Este resultado no se debia a una falta de respuesta de las células del
paciente trasplantado al SLPI, ni a un efecto toxico de su parte. Por el contrario, se
determiné que el SLPI posee capacidad inhibitoria de apoptosis frente a la toxicidad
generada por un inhibidor de calcineurina (FK506). Mediante un microarreglo
determinamos que el efecto protector del SLPI esta mediado por la disminucion de
mediadores vinculados con muerte celular, hipoxia, respuesta inflamatoria y estrés
osmdtico, aumentando notablemente las proteinas de choque térmico y su receptor TLR4.
Se pudo observar que los pacientes trasplantados presentaban niveles plasmaticos
elevados de SLPI y que los monocitos de pacientes trasplantados producen SLPI en
respuesta a estimulos de células apoptéticas. Por dltimo, evaluamos la posibilidad de
utilizar al SLPI plasmatico como biomarcador de dafio o proteccién del injerto. Obtuvimos
un indice SPLl/creatinina plasmatica, cuyos valores altos o0 bajos se asocian con
episodios de rechazo.

En conjunto estos resultados nos permitieron identificar mediadores inflamatorios
diferenciales en pacientes con DGF, los cuales se asocian con determinados factores de
riesgo. Asimismo, determinamos un efecto protector a corto plazo del acido lipoico en
protocolos clinicos de trasplante renopancreatico, hepatico y renal, y del SLPI en modelos
de dafio renal. Por ultimo, identificamos niveles elevados de SLPI, en pacientes
trasplantados renales, cuya funcién seria la de limitar el dafio por mecanismos de

retroalimentacion negativa.



Pathophysiology and Therapy in Solid Organ

Transplantation

The irreversible organ damage is one of the major challenges in healthcare. One way to
mitigate this problem is through performing organ transplants. Although the transplant has
achieved a considerable degree of success, several factors significantly limit its
effectiveness. In this context, inflammatory reactions in the graft have a fundamental
influence on organ function in short and long term One of the main reasons for the initial
inflammatory reaction in a transplanted organ is the ischemia-reperfusion injury (IRI). This
phenomenon limits the recovery time of the transplanted organs. In case of kidney
transplantation, it is called “Delayed Graft Function” (DGF). It is a common clinical situation
where the function of the transplanted organ decreases after transplantation. DGF is
associated with an increased immunogenicity of the graft and the presence and frequency
of episodes of acute rejection, and therefore determines a higher risk of graft loss and a
decrease in long-term survival. In other types of transplants, such as liver, there are also
adverse events in the immediate post-transplant stage. In this case, it has been described
a "Reperfusion Syndrome" (RPS), which includes an hemodinamic decompensation of the
recipient during the surgery. Previous works indicates that both reactive oxygen species
and mediators of the immune response would participate in these initial adverse events.
Therefore, therapeutic strategies that tend to limit the action of free radicals as well as
immunomodulators such as the Secretory Inhibitor of Leukocyte Proteases (SLPI), could
exert beneficial effects in transplantation.

In this thesis, we studied the pathophysiology and therapy in solid organ transplantation,
evaluating: i) several immune mediators linked to DGF; ii) SLPI as a biomarker of renal
damage; iii) the effects of an antioxidant on the short-term outcome in renopacreatic,
hepatic and renal transplantation, and iv) the role of SLPI in renal transplantation.

First, we compared transcripts of inflammatory mediators in patients with DGF vs patients
without DGF. The most relevant differences found between patients with DGF and without
DGF were IFN-a and TGF-B. Also, we found correlations among inflammatory mediators
and donor and recipient risk factors, as well as with indicators of kidney function. In
addition, it was observed that SLPI levels in renal perfusion fluid could be used as a
biomarker to predict the outcome of renal transplantation since the majority of patients

suffering from DGF had elevated levels of SLPI in perfusion fluid.



On the other hand, the blockade of reactive oxygen species resulting from IRI, decreased
levels of proinflammatory cytokines, plasmatics alarmins, events of pancreatitis, DGF,
RPS and the frequency of post-transplant dialysis in renopancreatic, hepatic and renal
transplanted patients.

As another option for treatment of IRI, we decided to assess the therapeutic capacity of
SLPI in an animal model. In this case we were able to determine that treatment with SLPI
decreased acute tubular necrosis and improved renal function. Taking into account these
results, the role of SLPI in kidney transplantation was studied. Plasma levels of SLPI could
be determined to be directly correlated with plasma creatinine. This result was not due to a
lack of response of the transplanted patient's cells to SLPI, nor to a toxic effect. In contrast,
it was determined that SLPI possesses apoptosis inhibitory capacity against toxicity
generated by a calcineurin inhibitor (FK506). Through a microarray we determined that the
protective effect of SLPI is mediated by the decrease of mediators associated with cell
death, hypoxia, inflammatory response and osmoatic stress, significantly increasing heat
shock proteins and TLR4 receptor.

It was observed that transplanted patients had elevated plasma levels of SLPI and that
monocytes from transplant patients produced SLPI in response to apoptotic cell stimuli.
Finally, we evaluated the possibility of using plasma SLPI as a biomarker of graft damage
or protection. We obtained a plasma SPLI / creatinine index, whose high or low values are
associated with episodes of rejection.

Together these results allowed us to identify differential inflammatory mediators in patients
with FGD, which are associated with certain risk factors. We also determined a short-term
protective effect of lipoic acid in clinical protocols for renopancreatic, hepatic and renal
transplantation and SLPI in renal damage models. Finally, we identified elevated levels of
SLPI in renal transplant patients whose function would be to limit the damage by negative

feedback mechanisms.
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Introduccidn

1. INHIBIDOR DE PROTEASAS LEUCOCITARIAS (SLPI)

1.1. Estructuray biosintesis

El SLPI es una proteina pequefia, catidnica, no glicosilada e hidrofébica de 11,7 kDa y
107 amino&cidos!. Forma parte de la familia de proteinas WAP (Whey Acid Protein). Se
encuentra codificada en el cromosoma 20ql12-13.1 en los seres humanos y en el
cromosoma 2H en ratones con una configuracion de exdén-intron similar en ambas
especies?. El gen del SLPI humano consiste de cuatro exones y tres intrones®.

La secuencia de aminoacidos del SLPI genera una proteina con dos dominios altamente
homologos de 53 y 54 aminoacidos cada uno (Figura 1). Cada dominio contiene ocho
residuos de cisteina que forman 4 puentes disulfuro, los cuales estabilizan la estructura
de la molécula, dandole apariencia de “boomerang™. Estos dominios ricos en cisteina son

también llamados dominios WAP 1 (carboxilo terminal) y WAP 2 (amino terminal).

Domain 2 Domain 1

Figura 1: Representacion esquematica del arreglo de la cadena polipeptidica del SLPI 'y sus conexiones por
puente disulfuro. Los principales puentes de hidrégeno intracatenarios estan graficados por lineas punteadas.

Esta proteina es secretada por diversos tipos celulares, encontrandose presente en forma
constitutiva en la mayoria de los fluidos extravasculares que limitan mucosas. En el
pulmén, el SLPI es producido por las glandulas serosas de la traguea y por las células de
clara bronquial. En el tracto genital masculino y femenino, se encuentra en el plasma
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seminal y en la mucosa cervical respectivamente. Ademas, el SLPI es producido por las
células epiteliales de glandulas parétidas, epitelio intestinal, tibulo renal, queratinocitos,
por las células beta del pancreas, asi como también es producido por células efectoras
del sistema inmune, incluyendo los mastocitos, neutréfilos y macréfagos. La sintesis de
SLPI por las células inflamatorias genera niveles sustanciales de dicha proteina en los

focos inflamatorios de enfermedades inflamatorias cronicas como la artritis, el asma y la
pSOfiaSiSS' 6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14_

1.2.  Modulacion de la expresion de SLPI

La produccion del SLPI se encuentra modulada por distintas moléculas y factores. Se ha
demostrado que LPS, IL-1, TNF-a, IL-6, elastasa neutrofilica y defensinas son capaces
de inducir la producciéon del SLPI* 1617 por el contrario citoquinas antiinflamatorias y de
remodelamiento tales como TGF-$ pueden disminuir su produccién?® 171818 Sin embargo,
se ha observado que una citoquina proinflamatoria caracteristica del perfil Th1l, como el
IFN-y es capaz de inhibir la expresion del SLPI inducida por LPS en macréfagos®®. Por
otra parte, la IL-4, citoquina antiinflamatoria patognomadnica del perfil Th2, aumenta la
expresion del SLPI en lineas celulares in vitro 1°. Estos trabajos sugieren que los niveles
de expresién del SLPI se encuentran rigurosamente regulados y que es altamente

dependiente del entorno local.

1.3. Funciones del SLPI

El SLPI posee un péptido sefial que permite su secrecion, sin embargo, debido a su
carga neta positiva, se cree que también puede ingresar tanto a la célula como al nicleo
atravesando las membranas 2% 2!, Por otro lado, se han postulado dos receptores de
membrana que podrian mediar su ingreso a la célula, llamados anexina A2 y
escramblasa fosfolipido 122 2. El hecho de ser una proteina secretoria y tener capacidad
de ingresar a la célula diana nos permite comprender la amplia variedad de
funcionalidades descriptas a continuacion.

La primera funcién identificada fue la de inhibidor de proteasas, entre ellas la elastasa
neutrofilica, la catepsina G, la tripsina y la quimiotripsina. Como posee dos dominios en
su estructura, inicialmente se postulé que en ambos se encontraria un sitio inhibitorio®.

Sin embargo, estudios posteriores donde se evalu6 la actividad inhibitoria de cada
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dominio usando modificaciones quimicas o0 mutaciones de residuos criticos, mostraron
que la unién 1:1 con las proteasas ocurre a través del dominio 2 (carboxilo terminal) y es
clave en este proceso la leucina 72 (Leu72); mientras que el dominio 1 probablemente no
tenga actividad inhibitoria?*. La gran afinidad del SLPI por la elastasa neutrofilica y su alta
concentracion local, por ejemplo, en el compartimiento bronquial (cerca de 5 uM),
sugieren que su principal funcion fisiologica es regular cualquier actividad excesiva de las
serin proteasas controlando la protedlisis y asi previniendo la destruccién del tejido. Dicha
funcion también explicaria los altos niveles encontrados en sitios de inflamacion siendo
fundamental para la regulacion de la respuesta inflamatoria® 2. Se cree que la disrupcién
del balance entre proteasas e inhibidores es responsable de la degradacion de la matriz
extracelular y del dafo tisular, en particular en enfermedades pulmonares tales como la
fibrosis quistica?’.

Otra de las funciones del SLPI, es su actividad microbicida tanto in vivo como in vitro?® 29,
Recientemente se demostré su actividad antibacteriana contra M. tuberculosis y fue
descripto como un receptor de reconocimiento de patrones, que no solo mata al
microorganismo, sino que también favorece su fagocitosis por macréfagos?® °. Hiemstra
et al demostr6 que el SLPI nativo o su dominio amino terminal tienen capacidad de matar
bacterias como Staphylococcus aureus y Escherichia coli. En tanto, el dominio carboxilo
terminal tiene una menor capacidad bactericida, indicando que dicha actividad reside
principalmente en el dominio WAP 1. Sin embargo, ambos dominios tendrian capacidad
microbicida, ya que como sucede con otros péptidos catiénicos como las defensinas, los
residuos con carga positiva serian los responsables de la disrupcion de la membrana de
los microorganismos3! 32, También se describié actividad anti flngica contra Aspergillus
fumigatus y Candida albicans'. Pero sin duda alguna, el SLPI adquiri6 relevancia al
identificarse su actividad selectiva anti-viral contra el virus del HIV humano. La
investigacion de la actividad inhibitoria anti-HIV-1 de la saliva humana, llevé a la
identificacion del SLPI como el factor responsable®. Sin embargo, parece ser que dicha
actividad es independiente de sus propiedades antiproteasas y nho resulta de una
interaccion directa con el virus; sino mas bien de interacciones con las células huésped?:.
Las actividades antimicrobianas del SLPI serian relevantes a nivel de las mucosas ya
que, como fue mencionado previamente, las concentraciones fisiol6gicas detectadas son
muy elevadas en varios fluidos corporales®® 3L,

El SLPI también posee actividad antiinflamatoria independientemente de su actividad

anti-proteasa. Henriksen et al demostré que la sobreexpresion del SLPI inhibe al factor
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nuclear- kB (NF-kB), un factor de transcripcibn que induce la expresién de varios
mediadores proinflamatorios®4. Uno de los mecanismos postulados para dicha actividad
describe que el SLPI impide la degradacion mediada por proteosoma de varios factores
regulatorios de la actividad de NF-kB tales como IkBa, IKBf e IRAK frente a un estimulo
proinflamatorio® 3. La inhibicién de la degradacion de IkB previene la liberacion de NF-
kB evitando su entrada al nucleo y la activacion de la transcripcion de genes tales como
IL-8 y TNF-a. Posteriormente, un segundo mecanismo de accion propuesto fue que el
SLPI se uniria a regiones regulatorias dianas del NF-kB impidiendo asi su funcién.
Independientemente del modo de accion, se ha demostrado experimentalmente su
actividad antiinflamatoria en varios 6rganos. Dicha actividad, a su vez, esta relacionada
con la modulacién de la expresion de citoquinas. Por ejemplo, se pudo observar que los
macrofagos tratados con LPS y SLPlI aumentan la expresion de citoquinas
antiinflamatorias tales como el TGF-B e IL-10 y disminuyen la expresion de TNF-o°" 38,
Otra de las funciones mas relevantes del SLPI ha sido su participacién en la cicatrizacion
de heridas® 4% 41, De hecho, fue presentada una solicitud de patente para ser utilizada en
heridas que tienen grandes dificultades para cicatrizar como por ejemplo las Ulceras en
diabéticos.

Todas estas actividades del SLPI, han sido demostradas en una serie de modelos
experimentales. Por ejemplo se evidencié que el SLPI atenla la respuesta inflamatoria
aguda causada por la deposicion de complejos inmunes de IgG en pulmén, y que reduce
el dafio autoinmune en un modelo experimental de orquitis asi como también es capaz de
inhibir la fagocitosis de neutréfilos y el estallido oxidativo inducido en un modelo de
artritis?> 4344,

Como se puede observar, existe una amplia literatura con respecto a las actividades del
SLPI con respecto a la respuesta inmune innata. Sin embargo, es mucho menos lo que
se sabe del SLPI en la respuesta inmune adaptativa. Al respecto, recientemente en
nuestro laboratorio, hemos descripto que el SLPI tiene la capacidad de inhibir la
proliferacion linfocitaria de células CD4*“*°. Por otra parte, se ha propuesto al SLPI como
un modulador de la activacién de células dendriticas y la subsecuente respuesta de
células T en ganglios linfaticos drenantes de mucosas*®.

A pesar de su conocida actividad antiinflamatoria pocos trabajos describen el rol del SLPI
en el dmbito de la problemética de los trasplantes de o6rganos. En un modelo
experimental de dafio por isquemia reperfusion (IRI) hepética, se observo que el SLPI

exogeno alivia el dafio reduciendo la produccion de citoquinas y quimiocinas, asi como
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también el reclutamiento de neutréfilos. A su vez, se determin6 un aumento de la
expresion endégena del SLPI en el tejido hepatico, sugiriendo como funcion la regulacion
de la respuesta inflamatoria®’. Por otro lado, se ha descripto un efecto protector del SLPI
incluido en la solucién de preservacién en un modelo de trasplante cardiaco “8. Otros en
cambio, han postulado la determinacion del SLPI como un potencial biomarcador del
dafio agudo renal en el post-trasplante®®. A pesar de estos pocos, pero interesantes
antecedentes, el rol del SLPI endégeno no ha sido determinado en el contexto clinico del
trasplante de o6rganos solidos estable, y es precisamente este aspecto uno de los
objetivos mas relevantes de esta tesis de trabajo.

2. TRASPLANTE DE ORGANOS SOLIDOS VASCULARIZADOS
Y LA PROBLEMATICA ACTUAL.

El trasplante de 6rganos sélidos consiste en el reemplazo de un 6rgano vital enfermo sin
posibilidad de recuperacion por otro sano. Actualmente, se estima que el numero total de
trasplantes de érganos sélidos efectuados en el mundo en el afio 2014, fue de 119.873.
Esto representa un aumento cercano al 1,8% respecto al afio 2013. Del total de
trasplantes efectuados, 79.948 corresponden a trasplantes de rifién, 26.151 a higado,
6.542 a corazén, 4.689 a pulmdn, 2.328 a pancreas y 215 a intestino delgado (Datos del
Observatorio Mundial de la OMS - ONT sobre donacién y trasplante).

En nuestro pais, segun informacion del INCUCAI (El Instituto Nacional Central Unico
Coordinador de Ablacion e Implante), en el afio 2015 se trasplantaron 1.868 pacientes, de
los cuales 1.465 pacientes fueron trasplantados con 6rganos provenientes de donantes
fallecidos y 403 con Grganos provenientes de donantes vivos. Un andlisis minucioso del
tipo de dérganos trasplantados, indican un total de 1.249 trasplantes renales; 382
hepaticos; 114 cardiacos; 74 pulmonares; 47 pancreaticos y 2 de intestino (Tabla 1).
Algunos de estos trasplantes fueron multiorganicos, es decir hepatorrenales,

renopancreaticos y cardiopulmonares.
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Rifidn 281 3468 1.24%9 28,96

THT Renal - 71 Reaogansiess - 18 Hepalarrenal -

¥ Candiorreaal

Higadao 34T 35 382 8,86
131 Higade - 145 Hepaterrenal

Corazén 114 0 114 2,64
106 Coranim - 1 Condiogulmanar - 7 Cardmnensd

Pulmaéan 47 0 47 1.0%
&4 Pulmdn - 1 Cardiapulnona

Pincreas Th 0 T4 1.72
1 Pineress - 71 Reneplacreas

Intesting 2 0 2 0,05

Tabla 1: Tipos de 6rganos trasplantados y numero de trasplantes realizados con donante vivo y donante
fallecido. Poblacion afio 2015: 43.131.966. Fuente: INCUCAL.

Para el mismo afio (2015), los pacientes en lista de espera fueron 7.765 (Tabla 2). La
gran brecha que se observa entre la cantidad de pacientes en lista de espera y la
cantidad de trasplantes realizados, evidencia un grave problema de salud publica, donde
existe una demanda insatisfecha. Este problema, a diferencia de otros en salud publica,
no se debe a la falta de recursos econémicos, sino a la baja disponibilidad de érganos y
de donantes.

Los érganos trasplantados presentan problematicas comunes y particulares segun el tipo
de drgano. En la introduccién de esta tesis, detallaremos algunas problematicas comunes
a los trasplantes, pero nos avocaremos especialmente a la problematica de tres tipos de
trasplantes de 6rganos sélidos vascularizados, que son el trasplante renal, hepatico y
renopancreatico.
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LISTA DE ESPERA PARA TRASPLANTE]| drganos

MODALIDAD PACIENTES REGISTRADOS
Renal 6.066
Renopancreas 129
Hepatica 1.214
Hepatorrenal 26
Hepatointestinal 1
Cardiaca 1M
Cardiopulmonar 7
Cardiorrenal 2
Pulmonar 183
Pancreas 13
Intestinal 1
TOTAL 71.765

Tabla 2: Numero de pacientes en lista de espera segun el tipo de 6rgano con necesidad de trasplante.
Fuente: INCUCAI

El rifidén es el 6rgano sdlido vascularizado mas trasplantado en Argentina y a nivel
mundial. Este procedimiento es en la actualidad y desde hace afios la terapia de eleccién
para la mayoria de las causas de insuficiencia renal crénica®. En estos pacientes, el
trasplante mejora la calidad de vida al prescindir de la dependencia de didlisis y de las
dietas rigurosas, y a su vez aumenta la sobrevida. Ademas, en comparaciéon con la
didlisis, es el tratamiento mas econémico a largo plazo.

Otro tipo de trasplante por ejemplo, es el simultaneo de rifidon y pancreas (TRP) que suele
estar indicado en pacientes diabéticos con falla renal terminal, dado que mejora la salud y
la expectativa de vida del paciente®! °2. Los beneficios del TRP y, por tanto, la base de su
aceptacién como un procedimiento terapéutico apropiado incluyen, una mejora de la
calidad de vida del paciente; la prevencion de la nefropatia diabética recurrente; la
independencia de insulina inyectable, menores restricciones dietéticas; menor
monitorizacion de la glucosa; y la estabilizacién o mejora de la neuropatia y retinopatia®®
5. Ademas, la inmunosupresion es la misma para ambos 6rganos, por lo cual no se
requieren drogas inmunosupresoras adicionales.

Con respecto al trasplante hepatico, es la terapéutica estandar para pacientes con

enfermedad hepética terminal y algunos tipos especiales de tumores. En el afio 2015,
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1243 pacientes se encontraban en lista de espera para trasplante hepético en Argentina;
sin embargo, s6lo 382 o6rganos fueron procurados durante ese afio (INCUCAI). A
diferencia del trasplante renal donde el 6rgano se implanta en el receptor sin remocion de
sus rifiones, el trasplante de higado ortotépico implica la remocién integra del 6rgano
nativo y su reemplazo por el injerto en la localizacion anatémica normal. Es importante
destacar que, los pacientes con necesidad de trasplante por ejemplo aquellos con falla
hepatica terminal, a diferencia de los pacientes con falla renal terminal, no poseen una
maquina de soporte que mejore la calidad de vida y la Unica alternativa terapéutica es el
trasplante.

3. FACTORES CRITICOS PARA LA SUPERVIVENCIA DEL
ORGANO TRASPLANTADO.

Como se dijo previamente, el trasplante mejora la sobrevida de los pacientes con
enfermedades terminales®™. Este beneficio proporcionado por el nuevo 6rgano
trasplantado hace que el objetivo primordial sea optimizar la sobrevida del mismo. Para
ello, resulta fundamental evaluar factores pre-trasplante que puedan influir en el
funcionamiento del érgano a corto y largo plazo. En este sentido, no cabe duda que uno
de los factores mas importantes, es la histocompatibilidad del sistema HLA. También han
sido descriptos factores relacionados al receptor o al donante que influyen en la
sobrevida del 6rgano. Entre los factores derivados del donante podemos mencionar la
compatibilidad de grupo sanguineo, la edad y la causa de muerte. En tanto que los
derivados del receptor incluyen la edad, el tiempo en dialisis (para trasplantes renales),
su estado de sensibilizacién frente a los antigenos del donante, entre otros 6. También
existen factores peritrasplante que pueden afectar la funcién del 6rgano, tales como el
tiempo prolongado de isquemia fria, el tiempo de sutura, entre otras. A continuacion, se

detallan algunos aspectos de los factores criticos mas relevantes.

3.1. Compatibilidad de Complejo Mayor De Histocompatibilidad (CMH) y
grupo ABO

El éxito o el fracaso de un trasplante, depende en gran medida de la relacion genética
entre donante y receptor, ya que existen moléculas que marcan la diferencia entre lo
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propio y lo no propio. Estas moléculas denominadas Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) se ubican en la superficie de todas las células del organismo y
se encuentran codificadas por un conjunto de genes, que en los humanos corresponde al
llamado sistema HLA (Human Leukocyte Antigens). Este conjunto de genes se encuentra
en el brazo corto del cromosoma 6 y son altamente polimoérficos. Cada individuo hereda
los alelos de CMH del padre y de la madre, y al conjunto de alelos heredados se lo
denomina haplotipo. Un aspecto muy importante, es que su expresion es codominante,
es decir, que se expresan en la membrana celular todos los alelos heredados.

Existen tres clases de moléculas de HLA. Los genes de clase |, denominados HLA-A, -B
y —C, son expresados en la mayoria de las células nucleadas y plaquetas, de forma tal
que constituyen el mayor blanco para las reacciones inmunes contra el injerto. A
diferencia de los genes de clase |, los de clase Il (HLA-DP, -DQ y —DR) se encuentran
expresados solamente en las células presentadoras de antigenos profesionales. Por
ultimo, los genes de clase lll codifican para algunas proteinas que intervienen en la
respuesta inmune como factores del sistema de complemento o proteinas de shock
térmico®’. La presencia en los 6rganos injertados de moléculas HLA distintas a las del
receptor (situacién de incompatibilidad HLA) provoca en éste una respuesta del sistema
inmune que puede resultar en el rechazo del 6rgano, el cual puede ser mediado por
anticuerpos y/o por células T. Por otra parte, si las moléculas HLA presentes en el 6rgano
injertado son iguales a las del receptor (situacién de compatibilidad HLA), se reduce en
gran medida la incidencia y la severidad del rechazo, aumentando por tanto la sobrevida
del injerto. Los mecanismos que llevan a activaciéon del sistema inmune y al rechazo del
organo seran desarrollados méas adelante.

Ademas de la compatibilidad del sistema HLA, también es muy importante determinar la
compatibilidad del grupo sanguineo ABO. Dado que los antigenos del grupo sanguineo
se encuentran en muchas células, incluyendo eritrocitos, plaquetas y células endoteliales
de todos los érganos vasculares, la incompatibilidad ABO es una barrera inmunoldgica
significativa en el trasplante. Esto es debido a la presencia de anticuerpos naturales
contra los antigenos A y/o B. Los pacientes con grupo sanguineo A poseen anticuerpos
contra el antigeno B y viceversa, mientras que los pacientes del grupo O poseen
anticuerpos contra ambos antigenos. Solamente el grupo AB no produce este tipo de
anticuerpos dado que posee naturalmente ambos antigenos®®. Si el donante y receptor

poseen incompatibilidad ABO, puede ocurrir rechazo agudo humoral. Por ejemplo, en
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trasplantes hepaticos ABO incompatibles, se ha reportado un mayor riesgo de rechazo

humoral y celular, trombosis arterial y complicaciones biliares post-trasplante *°.

3.2. Tipos de donantes

Los d6rganos a trasplantar pueden provenir de donantes vivos o cadavéricos. Los
donantes vivos son aquellos que pueden realizar la donacion de un érgano y sobrevivir
luego del procedimiento. Existen principalmente dos tipos de donantes vivos. Los
donantes vivos relacionados, que deben tener un vinculo parental hasta 4° grado con el
receptor y los no relacionados, quienes no se encuentran emparentados con el receptor.
Es interesante sefialar que en Argentina, este Ultimo tipo de donacién esta prohibido por
ley; por lo tanto, sélo es posible realizarla con autorizacion judicial.

En el caso de los donantes cadavéricos, existen dos tipos: aquellos con muerte
encefalica y los donantes cadavéricos a corazon parado. Los donantes con muerte
encefdlica son pacientes que no poseen ninguna actividad cerebral y que
indefectiblemente van a sufrir paro cardiaco, dado que la respiracion se mantiene de
forma artificial, asi como también el funcionamiento cardiaco mediante el uso de drogas.
En la Argentina, solo se utilizan donantes cadavéricos con muerte encefalica, siendo un
tema de discusion actual, la posibilidad de incrementar el nimero de donantes
incorporando a los donantes cadavéricos a corazén parado.

Los requisitos para que un individuo con muerte encefalica pueda ser considerado un
potencial donante son bastante estrictos, y tiene en cuenta la edad, la presencia de
comorbilidades como la hipertension arterial, alteraciones hidroelectroliticas, entre otras.
Sin embargo, la necesidad de aumentar el nimero de donantes, hizo reevaluar esos
criterios. Es asi, como en algunos centros se comenz0 a utilizar a donantes cadavéricos
con criterios expandidos (DCE). Las caracteristicas de estos donantes incluyen una edad
> 60 afios, o edad 50-59 afios con algunas de estas caracteristicas: diabetes o
hipertension arterial, con trastornos hidroelectroliticos o hemodinamicos graves, con
serologia positiva para el virus hepatitis, que ha fallecido por intoxicacién, con
antecedente de neoplasias malignas, gquemados, infectados y hospitalizaciones
prolongadas (mas de siete dias en la UTI). Los criterios de 6rganos expandidos, que en
un principio sélo se aplicaban a rifion, se han ido extendiendo a otros érganos, en la
medida en que las listas de espera divergen cada vez mas entre receptores potenciales y

donantes, por lo que se han incorporado al trasplante de higado, pancreas, corazon,
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pulmaén, intestino delgado y tejidos. A pesar de no ser donantes ideales, los receptores de
rifiones de DCE demostraron tener una tasa de sobrevida mayor en comparacién con los
pacientes con enfermedad renal terminal en lista de espera, permitiendo aumentar el
nimero de trasplantes®’.

Particularmente en el caso de trasplante hepatico, como es un érgano con capacidad
regenerativa, también existe la donacion mediante técnica de particiébn hepética (un solo
higado cadavérico se utiliza en dos pacientes) o técnica de reduccion hepética (un
segmento de 6rgano adulto se implanta en un receptor pediatrico).

3.3. Factores de riesgo derivados del donante

La adecuada funcién del 6rgano a trasplantar es un factor sumamente importante para la
sobrevida del injerto una vez trasplantado. Se han descripto condiciones del donante que
repercuten de manera negativa en la sobrevida del érgano post-trasplante. Esto obligé a
establecer ciertos criterios de exclusion de donantes. Entre los factores que influyen de
manera negativa, uno de los méas relevantes es la edad. Organos provenientes de
pacientes afiosos suelen tener peor prondstico en comparacioén con aquellos procedentes
de pacientes jovenes ® ®2, Otro de los factores que condicionan la evolucion del
trasplante es el tipo de donante, rifiones provenientes de donantes vivos tienen mayor
sobrevida que aquellos derivados de donantes cadavéricos.

Por otra parte, se han identificado enfermedades preexistentes en los donantes que
pueden afectar el resultado global del trasplante. Es dificil determinar completamente las
relaciones causales ya que todos estos factores (la edad, la diabetes, la enfermedad
vascular, la obesidad) estan vinculados. Sin embargo, todos estos por separado, 0 juntos,
pueden afectar el funcionamiento del érgano y su recuperacion. Es decir, la salud general
del donante es critica para el futuro del trasplante. Como ya se nombré, aquellos
pacientes que reciben érganos de DCE podrian estar recibiendo un 6rgano proveniente
de un donante hipertenso, este tipo de enfermedades sistémicas pueden conducir por
ejemplo a insuficiencia renal por dafio parenquimatoso, disminuyendo la sobrevida del
injerto renal. En la Figura 2 se puede observar como disminuye la sobrevida del injerto en
los meses post-trasplante segun si el érgano trasplantado proviene de un donante con o

sin hipertension®3,

23



55
SOJ

Sobrevida del injerto (%)
g

45 1 -

35
30 A
25

20 T —
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Meses post-trasplante

Figura 2: Sobrevida del injerto segun la duracion y presencia de hipertension en el donante. Donantes sin
hipertension (A), que sufren hipertensién de 1 a 10 afios (M), érganos provenientes de donantes con mas de
10 afios de hipertensidn (o). Fuente: Ojo AO, Am J Kidney Dis, 2000.

Otra manera de poner en evidencia la importancia de los factores de riesgo del donante,
es comparando a los DCE con los donantes de criterio estandar (DCS) en lo que respecta
a la sobrevida del injerto y del paciente. En la Tabla 3 se puede observar que los érganos
obtenidos de los DCS tienen mayor sobrevida que aquellos procedentes de criterio
expandido, asi también los pacientes®.

Tiempo de | Sobrevida del paciente | Sobrevida del injerto
sobrevida | DCE (%) | DCS (%) | DCE (%) | DCS (%)
3 meses 96,0 97,5 90,4 94

1 afio 90,6 94,5 81,7 89,3
3 afios 78,5 89,9 65,1 80,4
5 afios 69,9 81,2 48,6 65,2

Tabla 3: Sobrevida del aloinjerto renal y del paciente tras trasplante con DCE o DCS a lo largo del tiempo
post-trasplante (de 3 meses a 5 afios). Editado de Metzger, Am J Transplant., 2003.

Por otra parte, se sabe que infecciones transmitidas por el donante al receptor pueden
tener importantes influencias sobre el resultado del trasplante. Por ejemplo, la infeccion
por citomegalovirus (CMV), especialmente cuando se transmite a un receptor que nunca
ha estado expuesto, aumenta el riesgo para infecciones flngicas, rechazo y se asocia

con peor sobrevida del paciente®®. Sin embargo, el desarrollo de profilaxis y regimenes
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preventivos ha limitado significativamente los efectos nocivos. Otro caso es el del virus
Epstein-Barr, cuyo contagio puede plantear un riesgo de enfermedad linfoproliferativa
post-trasplante y la muerte del receptor®®.

Debido a todos estos factores mencionados, resulta fundamental la seleccion cuidadosa
de los donantes, pero teniendo en cuenta que, frente a la falta de érganos ideales, es
preferible el trasplante por sobre la continuidad en lista de espera, tanto en términos de
calidad de vida, complicaciones y la sobrevida del paciente a largo plazo.

3.4. Factores de riesgo derivados del receptor

Con lo que respecta al receptor, también existen diversos factores de riesgo, entre ellos
la edad. Se conoce que receptores afiosos suelen tener menor sobrevida del injerto y del
paciente en comparacion con receptores jovenes®?. La obesidad es otro factor importante.
En varios trabajos se sugiere que los pacientes obesos son mas propensos a tener
complicaciones quirargicas y post-quirdrgicas, y mayor morbilidad perioperatoria que los
pacientes no obesos®’. Las infecciones crénicas en el receptor también son factores de
riesgo para la sobrevida del paciente en el post-trasplante. Por ejemplo, la infeccion con
el virus de la hepatitis C y B (VHC, VHB), se asocié con un riesgo aproximadamente 2
veces mayor de mortalidad post-trasplante®®. Forman L.M. et al, determiné que receptores
de trasplantes hepaticos con infeccion cronica de VHC mostraban menor sobrevida del
injerto y del paciente a largo plazo, en comparacion con pacientes que recibian
trasplantes debido a otras causas de enfermedad hepética terminal®®.

Por otro lado, cada tipo de trasplante tiene factores de riesgo propios, en el caso de
trasplante renal, por ejemplo, se observé que los pacientes que permanecieron periodos
prolongados en didlisis sufren un impacto negativo en el resultado post-trasplante y en la

sobrevida del paciente’®.

3.5. Factores deriesgo perioperatorios

No solo las caracteristicas de los individuos participantes del trasplante son factores de
riesgo para el trasplante. Existen otros factores que son independientes del donante y del
receptor. Entre ellos figura la isquemia del érgano como uno de los factores mas criticos
que influye de manera negativa en la funcion del 6rgano trasplantado. Durante el proceso

de procuracion, el érgano es ablacionado, lo que significa la interrupcion sanguinea y la
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consiguiente isquemia del 6rgano. Este 6rgano isquémico, luego es conservado en frio
para su trasporte hasta la implantacién en el receptor.

En el proceso de ablacion, el 6rgano pasa por dos etapas de isquemia; la caliente y fria.
La isquemia caliente ocurre en dos momentos diferentes durante el trasplante. El primer
evento de isquemia caliente se inicia cuando los vasos del donante son pinzados y
termina cuando se perfunde el 6rgano con la solucion de preservacion fria (normalmente
unos pocos minutos). El segundo evento de isquemia caliente ocurre al colocar el 6rgano
en el receptor hasta completar la anastomosis vascular e iniciar la perfusion por parte del
receptor (alrededor de 35 minutos idealmente menos). La isquemia fria, transcurre desde
que el 6rgano es ablacionado y se perfunde con solucién de preservacion fria, hasta el
momento que el érgano es colocado en el receptor. El tiempo total de isquemia fria
deberia ser menor de 24 horas. Durante este periodo, el érgano es almacenado a 4°C, lo
que permite una disminucién del metabolismo, sin cristalizaciéon de las proteinas’. De
esta forma, el tiempo de isquemia caliente se vincula al proceso quirdrgico mientras que
la isquemia fria esta relacionada con el operativo de trasporte del 6rgano y la evaluacién
de compatibilidad con los potenciales receptores. Un tiempo de isquemia prolongado
tanto fria como caliente se asocia con efectos adversos a posteriori, dado que puede
afectar la funcién temprana del injerto, asi como disminuir la sobrevida del injerto y el
paciente a largo plazo’> ™ 7 75, Desafortunadamente en nuestro pais el tiempo de

isquemia fria (TIF) suele ser elevado.

4. DANO POR ISQUEMIA REPERFUSION (IRI)

Ademas de los factores de riesgo ya mencionados, durante el procedimiento quirdrgico
los 6rganos trasplantados sufren el llamado dafio por isquemia-reperfusion, el cual es una
condicion patoldgica inevitable caracterizada por la restriccion inicial del suministro de
sangre al injerto, seguido de la posterior restauracion de la perfusion con la reoxigenacion
concomitante. La injuria comienza por anoxia, prosigue y se agrava al reperfundirse el
6rgano, culminando con una reaccién inflamatoria estéril’®. La duraciéon de la isquemia
determina la gravedad del dafio tisular’’. Debido a la isquemia, ocurren cambios
estructurales y metabdlicos en el tejido como la reduccién del diametro capilar, la
disfuncién metabdlica de las células endoteliales, la disfuncién de la membrana celular y

la regulacion positiva de mediadores proinflamatorios’®. Una vez que se restablece el flujo
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sanguineo, se desencadenan una serie de mecanismos moleculares que pueden
provocar la muerte de las células del tejido. A continuacion, se detallan los procesos que

resultan en la alteracion funcional y estructural del tejido.

4.1. Dafo en lafase de isquemia

En la fase isquémica, la lesiébn andxica de las células Oz-dependientes es sin duda el
proceso predominante’ 8 8L 82 | 3 lesién andxica comienza con una disminucién de la
produccién de energia mitocondrial y por lo tanto una caida de la energia celular (ATP).
Debido a la deficiencia de energia, se producen desbalances de los iones celulares, la
activacion de hidrolasas y el aumento de la permeabilidad de las membranas celulares.
Estas alteraciones siguen solo en parte un orden secuencial y puede ocurrir la auto-
amplificaciéon de los procesos y la propagacion a través de diversas vias. El pH citosoélico
disminuye debido a la degradacién del ATP, al aumento de la tasa glucolitica con
acumulacién de lactato y a la liberacion de H* de lisosomas dafiados. En paralelo, se
deteriora la homeostasis celular de iones, lo que implica un aumento de las
concentraciones citosoélicas de Na* y Ca*. Ambos sucesos estan relacionados debido a
qgue fallan los mecanismos compensatorios que regulan el pH. Se produce una
disminuciéon de la actividad de la bomba de Na*/K* ATPasa y se genera un mayor
intercambio de Ca™ y Na* por el contra-transportador Na*/Ca* que en las etapas
avanzadas de la isquemia comienza a funcionar en el modo inverso. El aumento
mencionado de la concentracion citosdlica de Ca** puede activar hidrolasas, tales como
las fosfolipasa A2 y proteasas (calpainas y otras)’®. Las hidrolasas producen la protedlisis
de proteinas del citoesqueleto lo que aumenta el proceso de lesién tisular. Al mismo
tiempo, el aumento de Ca*'* citosélico y la hipoxia generan un aumento en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial que produce un fracaso en la fosforilacion
oxidativa con un agotamiento progresivo del ATP. A su vez, la edematizacién de las
mitocondrias y el aumento de la permeabilidad llevan a la liberacion de citocromo c. El
citocromo ¢ activa una cascada de sefializacion que involucra a las caspasas 1 y 9
provocando la apoptosis celular. Por otra parte, el aumento de Na* celular puede causar
edema celular, que contribuye al dafio de la membrana plasmatica resultando finalmente
en la muerte celular por necrosis®(Figura 3).

Por otro lado, el periodo de isquemia se asocia con una alteracién importante en la

expresion génica y la reprogramacion de la transcripcion. Por ejemplo, en condiciones de
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normoxia las enzimas prolil hidroxilasas (PHD) reguladoras del factor inducible por
hipoxia (HIF) modifican post-traduccionalmente la subunidad alfa de dicho factor,
agregandole hidroxilos en residuos de prolina especificos. Dicha modificacion permite su
reconocimiento, lo que deriva en su ubiquitinacion y protedlisis. A diferencia, en
condiciones de hipoxia, la falta de oxigeno imposibilita la acciébn de estas enzimas,
permitiendo la acumulacién de la subunidad alfa, su translocacién al nudcleo y la
formacion del factor de transcripcion activo junto con HIF-1B, permitiendo la transcripcion
de genes que promueven la adaptacién y sobrevida tisular 8 8°,

4.2. Dafo en lafase de reperfusién

El restablecimiento del flujo sanguineo, paradéjicamente, inicia una cascada de eventos
que pueden conducir a dafio celular adicional, mas all4 del provocado por la isquemia
(Figura 3). La lesion por reperfusion se caracteriza por respuestas autoinmunes,
incluyendo el reconocimiento de neoantigenos por anticuerpos naturales y la posterior
activacion del sistema de complemento®. Durante la reoxigenacion se generan nuevas
lesiones por el aumento en la produccion de las especies reactivas del oxigeno (ERO) y
el nitrégeno en las células parenquimatosas, endoteliales, plaquetas y leucocitos
activados que infiltran la zona 8" 88, Estos radicales libres; tales como el anién superdxido,
el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo; se pueden generar en los tejidos
reperfundidos como consecuencia de lesiones mitocondriales, por una reduccién
incompleta del oxigeno o por la accion de las oxidasas. Durante la fase isquémica, las
enzimas involucradas en la transferencia de electrones sufren protedlisis; tras la
reperfusion, se produce una transferencia de electrones al oxigeno por las enzimas
dafiadas, lo que resulta en la formacion de ERO. En condiciones normales, los efectos
nocivos del superdéxido son prevenidos por la superéxido dismutasa, que convierte al
anién en peréxido de hidrégeno, la glutation peroxidasa y la catalasa convierten al
peroxido de hidrégeno en agua®® ®°. Durante la reperfusion, esta defensa natural se ve
superada y el peréxido de hidrogeno es convertido en radical hidroxilo, capaz de dafiar
una amplia variedad de moléculas, incluyendo aminoéacidos, proteinas de transporte de
membrana, lipidos, citocromos, y acidos nucleicos lo que lleva a la disfuncién o muerte
celular®® 92 93. 94 | 3 muerte puede darse por necrosis o apoptosis, pudiéndose activar
ambas vias tanto la intrinseca como la extrinseca. La apoptosis consiste en una cascada

de sefializacion de caspasas que induce a un programa regulado de muerte celular. En
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cambio, en la necrosis, las células son muy inmunoestimulantes, llevando a la infiltracion
de células inflamatorias y a la produccion de citoquinas proinflamatorias. Esto hace que
todo el dafio celular que ocurre durante el periodo de reperfusién, ademas, induzca y

perpetle la respuesta inflamatoria.
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Figura 3: Fisiopatologia de la lesion de isquemia-reperfusion. En la figura se describe la serie de
procesos que se desencadenan por isquemia y por reperfusion y terminan resultando en muerte celular y el
consecuente dario tisular. Fuente: Cobo JL, Medicina Intensiva, 2009.

4.3. Respuestainmune en el dafio por isquemia reperfusion

Las consecuencias de la isquemia-reperfusién son muy similares a la activacion de una
respuesta inflamatoria del huésped dirigida a microorganismos invasores®. Sin embargo,
es una respuesta inflamatoria aséptica que puede ser iniciada por los restos de células
dafiadas. En este proceso se activan eventos de sefializacion a través de moléculas de
reconocimiento de patrones, tales como receptores tipo Toll (TLR), reclutamiento y
activacion de las células del sistema inmune innato y adaptativo y la activacion del
sistema del complemento. Como la respuesta inmune desencadenada provoca un efecto
adverso y genera un dafio en el injerto, el tratamiento dirigido contra su activacion es una
alternativa terapéutica emergente en el tratamiento de la isquemia-reperfusion. Sin

embargo, algunos aspectos de la respuesta inmune adaptativa, en particular en lo que se
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refiere al reclutamiento y la expansion de células T reguladoras (Treg) puede ser

beneficioso para el injerto .

4.3.1. Respuesta inmune innata

La respuesta inflamatoria desencadenada por muerte celular, como ya se menciono tiene
muchas similitudes con lo observado durante las infecciones microbianas. En particular,
receptores que median la respuesta a los microorganismos como los receptores TLRs,
pueden ser activados por moléculas enddgenas en ausencia de compuestos microbianos
en el contexto de dafio o muerte celular, como ocurre durante la isquemia-reperfusion,
participando en la activacion de la inflamacién aséptica®. La unién de los ligandos de
TLRs conduce a la activaciébn de vias de sefializacién, incluidas las de NF-«xB y
proteinquinasa activada por mitégenos (MAPK), lo que resulta en la induccién de
citoquinas proinflamatorias y quimiocinas. Estos ligandos reciben el nombre de patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs). Muchos de estos ligandos como la proteina del
grupo de alta movilidad Boxl (HMGB1) o la proteina de shock térmico 70 (HSP70) se
encuentran normalmente secuestrados en el espacio intracelular, pero cuando hay dafio
tisular, se liberan al compartimiento extracelular donde pueden activar la respuesta
inmune® %, De esta forma, la respuesta inflamatoria puede iniciarse a partir del
reconocimiento de DAMPs a través de los receptores celulares o también a partir de la
activacion celular, especialmente la de macréfagos, células dendriticas y células
endoteliales, que son activadas por la secuencia de anoxia y reoxigenacion debido al
aumento de Ca** citosoélico. Mediadores como las moléculas de adhesion, citoquinas y
quimiocinas pueden ser expresados por estas células activadas provocando el
reclutamiento de células del torrente sanguineo. Las moléculas de adhesion celular en la
superficie de los leucocitos interactian con sus ligandos en las células endoteliales e
inician una secuencia altamente coordinada que conduce, en Ultima instancia, a la
emigracion de leucocitos desde el torrente sanguineo'®. El proceso de rodamiento, la
adhesion estable al endotelio, y la emigracion es un proceso bien ordenado y fue
descripto como un suceso de tres pasos!®t 102 103 En primer lugar, plaguetas, células
endoteliales, macréfagos y mastocitos, entre otros, reciben sefiales de dafio tisular y
responden produciendo citoquinas proinflamatorias tales como TNF-a!%, [L-1'% y
guimiocinas como el factor activador de plaguetas (PAF), leucotrieno B4 e |L-8% 107,
Inicialmente, los neutréfilos son atraidos al sitio de inflamacion por medio de estas

sefiales quimiotacticas. A su vez, el endotelio es activado por mediadores
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proinflamatorios como la trombina, histamina o aniones superoxido, lo que resulta en la
expresion en su superficie de la P-selectina, la interaccion entre los ligandos de P-
selectina de los neutrofilos (PSGL-1) y las P-selectinas de las células endoteliales da
lugar a que los neutrdéfilos rueden con lentitud a lo largo del recubrimiento endotelial de
los vasos!® 1% |Las quimiocinas que fueron generadas en respuesta al dafio se unen a
glucosaminoglicanos en la cara luminar del endotelio vascular y cuando los neutrofilos
ruedan sobre el endotelio, sus receptores para PAF e IL-8 se estimulan provocando una
transduccion de sefales que lleva a la activacion de las integrinas. Esto genera un
cambio de estado de las integrinas (principalmente LFA-1 y Mac-1) de la membrana de
los neutrdéfilos, que pasan de una conformacion de baja afinidad a una conformacién de
alta afinidad. Por otro lado, la IL-1 y el TNF-a. aumentan la expresion de moléculas de
adhesion como ICAM-1 y VCAM-1 sobre las células endoteliales, favoreciendo la unién
de estas moléculas a las integrinas presentes sobre la superficie de neutréfilos y
monocitos, promoviendo la adhesién firme de los mismos al endotelio. Por ultimo, las
gquimiocinas, actlan sobre los leucocitos adheridos al endotelio y estimulan su migracion
a través de los espacios interendoteliales hacia el sitio dafiado. Después de atravesar el
endotelio, los neutréfilos y monocitos rompen la lamina basal, probablemente segregando
colagenasas, y entran en el tejido extravascular. Para ello, se adhieren a la matriz
extracelular mediante la union de sus integrinas y CD44, a las proteinas de la matriz.

La acumulacioén inicial de granulocitos debe ser muy controlada, ya que unos pocos
granulocitos son capaces de impedir la adecuada reparacién de los tejidos, mientras que
un exceso de granulocitos puede promover la inflamacion descontrolada y el dafio
tisular'!®. Existen varios mecanismos por los cuales los neutréfilos pueden tener efectos
nocivos, que incluyen la secrecion de enzimas proteoliticas como la elastasa de granulos
citoplasmaticos!?; la produccién de radicales libres a través del estallido respiratorio!? y
la obstruccién de la microcirculaciéon a nivel capilar'® provocando asi la extension del
dafio producido por la isquemia 4,

En el foco inflamatorio, ademéas de granulocitos y monocitos, también se encuentran
células dendriticas convencionales. Luego de la isquemia-reperfusion estas células
experimentan un proceso de maduracion independiente del antigeno inducido por
DAMPs. Por ahora la importancia de estas células en el fenébmeno de dafio por isquemia
reperfusion no es del todo claro. En un trabajo publicado, se observé que las células

dendriticas podrian favorecer el dafio a través de la produccion de mediadores
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proinflamatorios tales como TNF-a, IL-6, MCP-1 y RANTES; mientras que en otro, su

deplecién en este contexto llevé a un aumento de la inflamacion y la lesién tisular 1.

4.3.2. Respuesta inmune adaptativa

Mientras que la activacion del sistema inmune innato toma lugar en cuestion de minutos,
la respuesta inmune adaptativa se evidencia dias después del acontecimiento. Dicha
respuesta involucra entre otros tipos celulares a los linfocitos T. Varios estudios han
demostrado que las células T se acumulan durante la isquemia-reperfusion. Las células T
se localizan en una zona que limita la zona isquémica, dentro de las 24 hs post-
reperfusion, y se acumulan por un lapso de alrededor de 7 dias, disminuyendo su nimero
después del dia 141, Estudios en ratones deficientes en poblaciones especificas de
linfocitos mostrd que tanto los T CD4* y CD8* tienen un papel perjudicial en la isquemia-
reperfusion del cerebro!'’, corazén'® y rifién!®. Ademas, un estudio reciente sugiere un
papel fundamental para la IL-17 producida por las células Ty8'%°. A su vez, niveles
elevados de esta citoquina fueron encontrados en individuos que sufrieron un accidente
cerebrovascular*??, asi como en ratones expuestos a isquemia-reperfusion cerebral'.

El mecanismo por el cual las células T antigeno especificas son activadas durante la
inflamacién aséptica, no se conoce bien todavia, pero evidencia emergente indica la
contribucibn de ambos mecanismos de activacion, antigeno dependiente e
independiente?? 123, Por ejemplo, las células T se pueden activar a través de radicales
libres de oxigeno, citoquinas o0 RANTES de una manera antigeno inespecifica, o
mediante la activacion por interaccion con células presentadoras de antigenos. En este
ultimo caso, se observd que el bloqueo de la coestimulacion disminuyé el dafio en
modelos animales de IRI 2% 125 En contraste, las células Treg parecen tener un papel
protector en IRI. Un estudio reciente utilizando un modelo de accidente cerebrovascular
experimental mostrd que la deplecién de las células Treg aumentaba el dafio cerebral y

causaba un deterioro en el resultado funcional final 2.

4.4, Sindrome de post-reperfusion

El sindrome de post-reperfusion (SPR) es una consecuencia directa del dafio por
isquemia reperfusion que ocurre en el trasplante hepéatico. Como se describid

previamente, el desequilibrio entre la oferta y la demanda de oxigeno trae como
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consecuencia un déficit de energia que compromete la integridad estructural y funcional
de las membranas, las cuales muestran una incapacidad para mantener las
concentraciones fisiolégicas de electrolitos, enzimas, y mediadores, en sus respectivos
compartimientos. Una vez restituido el flujo sanguineo, los componentes liberados al
medio extracelular y la subita carga de sangre fria, acidética, con elevados niveles de
enzimas y mediadores inflamatorios alcanzan la circulacion periférica, llegando en
segundos hasta el corazon del receptor, pudiendo generar un desacoplamiento
ventriculo-arterial. A su vez, muchos mediadores inflamatorios tienen un efecto
vasoconstrictor sobre las arteriolas pulmonares, y estan implicados en el aumento
repentino de la presion arterial pulmonar*?’. Al mismo tiempo, el efecto global sobre la
circulacion sistémica es una reduccion de la resistencia vascular. De esta forma se
pueden observar consecuencias clinicas inmediatas tales como colapso circulatorio,
arritmias y muerte del paciente.

El SPR aparece tipicamente en los minutos que siguen a la retirada de las pinzas
quirdrgicas de los gruesos vasos venosos que ingresan y emergen del higado
trasplantado. Clinicamente se ha definido como una disminucién de la presiéon sanguinea
arterial sistémica mayor al 30%, durante al menos 1 minuto durante los primeros 5
minutos post-reperfusioni?®, Y es una de las causas de la disfuncién primaria del injerto
hepatico (mas del 10% de los casos), afectando los resultados globales del trasplante, se
vincula con una mayor incidencia de rechazo tanto agudo como crénico y una elevada
morbimortalidad en el post-operatorio!?®. Casos severos de SPR pueden provocar una
falla multiorganica y en este contexto uno de los principales 6rganos afectados es el

rifon.

5. DISFUNCION DEL ORGANO EN EL POST-TRASPLANTE

Una vez realizada la cirugia, se espera que el funcionamiento del érgano sea inmediato.
Sin embargo, en la mayoria de los distintos tipos de trasplantes de érganos solidos
vascularizados esta descripto la posible ocurrencia de un fendbmeno en el cual el injerto
no responde como lo esperado debido al dafio al que se somete. Este fendbmeno llamado
disfuncion del 6rgano es definido de forma diferente segln el 6rgano trasplantado, e

incluso, para un mismo tipo de trasplante, entre distintos centros y en la literatura3® 131,
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Sin embargo, esta descripto que uno de los mayores factores que influyen en un posterior
desarrollo de disfuncion es el tiempo prolongado de isquemia fria y caliente!3? 133 134,

Independientemente del érgano trasplantado, el retraso en el funcionamiento de los
organos, se corresponde fuertemente con una mayor inmunogenicidad, menor sobrevida
del injerto a largo plazo y con un mayor riesgo de rechazo agudo®*® 3¢, Lo que condiciona
un mayor riesgo de pérdida del injerto y una disminucion de la sobrevida del paciente a

Iargo pIaZO 137, 138, 1309, 140, 141_

5.1. Disfuncion Renal Post-trasplante

Para el trasplante renal, por ejemplo, la denominacion es retraso de la funcién del injerto
(DGF) y la definicion mas aceptada es la necesidad de didlisis dentro de la primer
semana post-trasplante. El DGF es descripto como una discrepancia entre la capacidad
funcional del injerto y de las necesidades fisioldgicas del receptor, siendo una forma de
insuficiencia renal aguda que resulta en oliguria post-trasplante. Alrededor del 30-50% de
los trasplantados renales sufren DGF!*2. Sin embargo, en nuestro pais la cifra de
pacientes con DGF asciende al 60-70%'%. Con respecto a la relacién entre DGF vy la
sobrevida del injerto, se sabe que la vida media de un rifiédn con DGF es de 8,6 afios en
comparacion con la vida media de 14,1 afios de un rifién sin DGF.

Los términos, DGF y necrosis tubular aguda (NTA) se utilizan a menudo para definir el
mismo trastorno, aunque el primero es un diagndstico clinico y el segundo es una
caracteristica histopatoldgica. La degeneracion de las células epiteliales tubulares,
exfoliacion de las células tubulares, edema intersticial e infiltracion celular intersticial se
observan generalmente en las biopsias de pacientes con DGF. Estos parametros
histolégicos se asocian a una disminucion de la filtracidbn glomerular que genera una
pérdida de la capacidad del injerto para excretar los desechos, concentrar la orina,

conservar electrolitos y mantener el balance de liquidos.

5.2. Disfuncién Hepatica Post-trasplante

En el caso del trasplante hepético el SPR es una causa conocida de disfuncién primaria
del injerto. Aunque muchos de los 6rganos que sufren disfuncion pueden recuperarse,
aproximadamente el 5% no logran abastecer las necesidades del receptor y solo el

retrasplante urgente puede salvar al paciente.
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La disfuncion primaria del injerto (DPI), suele dividirse en dos manifestaciones; la
disfuncion temprana del injerto (DTI) y la no-funcion primaria (NFP). Ambas describen
diferentes grados de impedimento funcional comenzando en el periodo intraoperatorio.
Sin embargo, las definiciones no son claras en la literatura. La DTI se refiere a un mal
funcionamiento del injerto dentro de la primer semana post-trasplante mediante el analisis
de resultados alterados de laboratorio, entre ellos de alanino aminotransferasa, aspartato
aminotransferasa, tiempo de protrombina, lactato y amonio sérico, entre otros!4# 145 146,147,
148, 149, 150 Mientras que la NFP tiene una implicancia mas severa que se asocia con un
deterioro catastrofico clinico y de laboratorio. Se caracteriza por necrosis hepatica,
aumento de transaminasas séricas, coagulopatia, aumento de niveles de lactato,
inestabilidad hemodinamica, hipoglucemia, falla respiratoria y renal'#” 148 151 A diferencia
de DTI que es una condicién con potencial recuperacién, la NFP puede llevar a la falla del
injerto, emergencia de retrasplante o muerte del receptor. En este tipo de trasplante es
necesario destacar que la preservaciéon hepatica es mas critica que la renal ya que, al no
disponerse de una maquina sustitutiva del érgano, es fundamental que las funciones del

injerto retornen inmediatamente después del trasplante.

6. RECHAZO DEL ORGANO TRASPLANTADO

Una vez realizado el trasplante, el rechazo del érgano es una de las principales
complicaciones, existiendo diferentes mecanismos de rechazo: el rechazo celular,
humoral y mixto. Sin embargo, para que el rechazo tenga lugar, inicialmente debe haber
un reconocimiento del 6rgano como extrafio. Este aloreconocimiento puede ocurrir por

via directa, semidirecta o indirecta.
6.1. Mecanismos de activacion de la respuesta alogénica

6.1.1. Viadirecta

En esta via, las células dendriticas (CDs) del donante, activadas por el entorno
inflamatorio que conlleva el trasplante, migran al ganglio drenante y se encuentran con
las células T del receptor. En los organos linfaticos secundarios ocurre el
aloreconocimiento entre el complejo proteina-CMH de las CDs del donante con los
receptores T (TCR) de linfocitos T del receptor. Estos linfocitos T, se activan y migran al

organo trasplantado, el cual infiltran y desarrollan sus funciones efectoras. Los linfocitos T
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CD4 contribuiran a generar una respuesta pro-inflamatoria que promueve el reclutamiento
y activacion de macréfagos, y los linfocitos T CD8 desarrollaran funciones citotdxicas
contra células endoteliales y del parénquima del érgano trasplantado. Como el nimero de
CDs en el 6rgano trasplantado es finito, esta via es de mayor relevancia en el rechazo

agudo (Figura 4A).

6.1.2. Viaindirecta

En la via indirecta, las células T y las CDs, que interactian son del receptor. Las CDs del
receptor, procesan aloantigenos (alelos de HLA) y los fragmentos de péptidos
procesados seran presentados en el contexto de las moléculas de histocompatibilidad del
receptor. Esos péptidos seran reconocidos por el TCR de los linfocitos T del receptor, los
cuales seran activados y ejerceran funciones efectoras. Este procesamiento antigénico
no difiere del procesamiento de antigenos microbianos. La Unica diferencia es el
antigeno, que en lugar de ser un antigeno microbiano, corresponde a un aloantigenos del
donante del trasplante.

Este proceso puede ocurrir a lo largo de la vida del receptor, ya que el érgano se va a
poblar de CDs propias, que, al encontrarse con fragmentos celulares y estimulos
madurativos, podran fagocitar, madurar y migrar al ganglio drenante donde seran
capaces de presentarlos a linfocitos T, generdndose clones T capaces de reconocer

proteinas del donante (Figura 4B).

6.1.3. Via semi-directa

Esta via fue recientemente descripta y se refiere al proceso por el cual las células
presentadoras de antigeno (CPA) del receptor adquieren moléculas de CMH clase | y/o
de clase Il, del donante. Como se indica en la Figura 3 el contacto célula a célula entre
CPA del donante y el receptor puede permitir la transferencia de componentes de la
membrana incluyendo CMH intactos (a). Por otro lado, las CPA del donante pueden
liberar pequefas vesiculas llamadas exosomas, conteniendo CMH (b), las cuales pueden
fusionarse con la membrana plasmatica de CPA del receptor (c). La CPA del receptor,
ahora quimérica, puede estimular células CD4 y CD8 tanto por via directa como indirecta
(Figura 4C).
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Figura 4: Mecanismos de activacion de la respuesta alogénica. Vias de aloreconocimiento. A) Via de
activacion directa. B) Via de activacién indirecta. C) Via semi-directa. Edicidon basada en Afzali, Tissue
Antigens, 2007.

6.2. Mecanismos efectores del rechazo al aloinjerto

Considerando el tiempo post-trasplante y las caracteristicas histopatologicas, los

rechazos se pueden clasificar en hiperagudo, agudo y cronico.

6.2.1. Rechazo hiperagudo

En este caso el tejido trasplantado es rechazado en cuestién de minutos a horas, debido
a que la vascularizacion se destruye rapidamente. Este tipo de rechazo es mediado
humoralmente y se produce porque el receptor tiene anticuerpos preexistentes contra el
injerto, que pueden ser originados por transfusiones de sangre, embarazos mdltiples o
trasplante previo. Los complejos antigeno-anticuerpo activan el sistema del complemento,

provocando trombosis masiva en los capilares, lo que impide la vascularizacion del
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injerto. El riibn es mas susceptible al rechazo hiperagudo mientras que el higado es
relativamente resistente. Sin embargo, este tipo de rechazo ha dejado de ser una causa
importante de pérdida de injertos por la optimizacion en el pre-trasplante del andlisis de
compatibilidad entre donante y receptor respecto a los antigenos de grupo sanguineo
ABO y con la prueba cruzada para descartar la presencia de anticuerpos anti HLA del
receptor dirigidos hacia los antigenos HLA del donante.

6.2.2. Rechazo agudo

El rechazo agudo se manifiesta cominmente dentro del primer afio post-trasplante. Este
rechazo puede ser mediado por anticuerpos o células T. En el primer caso, la lesién del
aloinjerto sera mediada por aloanticuerpos, los cuales al formar el complejo inmune
activaran al sistema de complemento. En el caso del rechazo celular agudo, sera
mediado por linfocitos T activados por alguna de las vias descriptas en la seccién
anterior.

La manera inequivoca de poner en evidencia el rechazo sera con la realizacion de una
biopsia confirmatoria. Las caracteristicas histoldgicas de cada uno de estos rechazos en
trasplante renal se indican en la Tabla 4.

Mediado por células T Mediado por anticuerpos

* Inflamacion tubulo-intersticial (células T, | ¢ Inflamacién microvascular (neutrdfilos,

monocitos/macro6fagos, eosinéfilos). macrofagos, etc.).

* Tubulitis. * Glomerulitis.

* Edema intersticial (vacuolas claras en el | « Capilaritis.

intersticio).

» Endarteritis o arteritis de la intima. » Trombosis capilar

* Necrosis fibrinoide; * Necrosis arterial

» Endarteritis.

» C4d (en capilares peritubulares)

Tabla 4. Caracteristicas de los rechazos agudos del injerto renal

También es posible detectar un rechazo mixto, con caracteristicas histolégicas de ambos

tipos de rechazo, humoral y celular. Esto podra observarse en pacientes que no adhieran
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al tratamiento inmunosupresor o que hayan tenido que reducirlo, debido, por ejemplo, a

una nefritis por infeccién con el virus BK.

6.2.3. Rechazo crénico

Este tipo de rechazo suele desarrollarse afios post-trasplante. Los rechazos crénicos
pueden también ser mediados tanto por anticuerpos como por células. Suele aparecer
como fibrosis y cicatrizacion en todos los 6rganos trasplantados, pero el cuadro
histopatologico especifico depende del érgano trasplantado. En los trasplantes de higado,
a diferencia del rechazo agudo se caracteriza, por la tendencia a la desaparicion de los
ductos biliares interlobulillares y septales®. En los receptores de rifién, el rechazo
cronico se manifiesta como fibrosis y glomerulopatia, y es una de las 4 causas mas
comunes de enfermedad renal en etapa terminal*®3,

En la Tabla 5 se indican algunos de los criterios establecidos para la clasificacion del

rechazo cronico celular y humoral en trasplante renal.

Rechazo Celular Rechazo Humoral

Duplicacién de las
membranas basales
(glomerular y tubular)

Inflamacion intersticial y
frecuentemente tubulitis

Fibrosis intersticial y
atrofia tubular

Arteriopatia del

trasplante (poco

frecuente en la
actualidad)

Tabla 5. Criterios de rechazos crénicos en trasplante renal.

Capilaritis

Depositos de C4d

7. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA FAVORECER LA
SOBREVIDA DEL INJERTO.

Existen varias instancias en las que se puede intervenir para evitar la pérdida del injerto
trasplantado y/o aumentar la sobrevida del aloinjerto, que seran desarrolladas en las

siguientes secciones.
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7.1. Técnicas de conservacion y liquidos de preservacién

Como se describidé previamente el érgano trasplantado sufre una gran alteracion de la
homeostasis cuyo efecto se evidenciara en su funcionamiento post-trasplante. Con el fin
de minimizar dichas alteraciones, se desarrollaron diferentes técnicas y liquidos de
preservacion. En Argentina el método de preservacion utilizado para minimizar el dafio al
momento del traslado y conservacién del 6rgano, es la preservaciéon hipotérmica estatica
cuyo fundamento es la supresién del metabolismo celular mediante la hipotermia a 4°C. A
esta temperatura ocurre un enlentecimiento de la actividad enziméatica con disminucion de
los requerimientos de oxigeno. Sin embargo, la hipotermia por si sola no es suficiente
para una adecuada preservacion, por lo que es necesario irrigar el érgano con soluciones
especiales antes, durante y después del almacenamiento®®*.

La preservacion de organos sélidos vascularizados comienza en muchos casos previo a
la ablacién. Una vez realizada, y con el fin de eliminar elementos formes para minimizar
la posibilidad de coagulacion, la sangre es reemplazada por una solucién disefiada
especificamente para optimizar la tolerancia del 6rgano a la hipotermia y a la falta de
oxigeno. Dado al conocimiento adquirido sobre el IRI, cada componente de las
soluciones de preservacion fue elegido con una finalidad.

En primer lugar, es necesario evitar la edematizacion celular dada por la inactividad de la
bomba de Na/K-ATPasa. Esto se logra utilizando liquidos de preservacion que tengan
una baja concentracion de sodio y alta de potasio. También se utilizan soluciones ibnicas
con composicién extracelular. Asimismo, los liquidos de preservacion contienen
sustancias impermeables para la célula a base de azlcares simples, lactobionato y
trisacaridos para mantener una osmolalidad similar al plasma (310 mOsm/kg). Ademas, la
isquemia genera acidosis tisular, por esta razén es necesario que las soluciones de
preservacién tengan sustancias tampon que mantengan el pH lo mas proximo al pH
fisiol6gico. También es preciso que contengan sustancias que aumenten la presion
oncdtica intravascular para evitar el edema intersticial y el colapso capilar, para lo que se
utilizan derivados del almidén hidroxietilico. Los radicales libres liberados durante la
isquemia fria y la reperfusion producen oxidacion de las estructuras celulares y lesion
celular. En esta situacion, la defensa natural contra radicales libres se ve superada por lo
gue es necesario la adicion de sustancias scavenger exdgenas, como glutation y manitol.
Existen diversas soluciones de preservacioén, por ejemplo la solucion de la Universidad de
Wisconsin (UW), EuroCollins (EC) y HTK (Histidina-Triptofano-Cetoglutarato) (Tabla 6)
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155 La solucién mas aceptada es la UW a pesar de ser la mas cara. Esta soluciéon suele

ser utilizada en trasplante renal, hepético y pancreatico.

HTK EC uw
Sodio 15 10 30 Electrolito
Potasio 10 115 120 Electrolito
Magnesio 4 - 5 Electrolito
Cloro 50 15 - Electrolito
Bicarbonato - 10 - Tampon
Fosfato - 50 25 Tampdn
Sulfato - - 5 Tampon
Histidina 100 - - Tampon, impermeants
Glucosa - 195 - Impermeante
Manitol 30 - - Impermesante
Rafinosa - - 30 Impermeante
Lactobionato - - 100 Impermesante
Adenosina - - 5 Precursor energetico
Ketoglutarato 1 - - Precursor energético
Glutation - - 3 Scavenger”
Alopurinol - - 1 Inhibidor, scavenger®
HES - - 50 g/l Sustancia coloidal
Triptafano 2 - - Farmmaco™
Dexametasona - - 8 Farmaco™
Insulina - - 100 UA Famaco™
Osmolalidad (mOsm/) | 310 355 320

“Scavengar de radicaes librss de oxigeno.

“Fammaco: farmacos con offos mecanismos de acoidn.
EC: EuraCailins; HTK: solucidn de Bratschneidar o Custodiol; LW: solucidn de Balzar o
do la Universidad de Wisconsin,

Tabla 6: Composicién electrolitica (en mmol/l) de las principales soluciones de preservacién.

La preocupacion de los trasplantélogos por mejorar la calidad de los 6rganos donados ha
impulsado en los dltimos afios el desarrollo de métodos de preservacion mejores que el
simple almacenamiento en frio!®* 1%, Actualmente, en algunos paises, se utiliza un
método de enfriamiento llamado maquina de perfusion hipotérmica (MPH). Esta permite
una preservacion en frio mas prolongada y efectiva debido al aporte continuo de oxigeno,
sustratos para la sintesis de ATP y otros metabolitos, y facilita el lavado de los desechos
del metabolismo celular. Diversos estudios en trasplante renal, han demostrado que la
MPH conlleva a una mejor funcién inicial y a largo plazo del injerto en comparacion con la
conservacion estatica en érganos de donantes con muerte encefélica'®. Con esta
méaquina se ha observado que el DGF puede disminuir hasta llegar a afectar solo a un

10% de los pacientes trasplantados.
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7.2. Tratamientos farmacoldgicos parala prevencion del IRI

En relacion con los tratamientos farmacoldgicos, hay numerosos estudios experimentales
centrados tanto en inhibir los efectos nocivos de la isquemia como la respuesta
inflamatoria asociada a la reperfusién. Con esta finalidad se han administrado farmacos
como la cloroquina®® o la clorpromazina®®®, para prevenir las disfunciones mitocondriales
y la degradacion de fosfolipidos durante la isquemia. A su vez, se investigé bloquear la
activacion de neutrdfilos y la infiltracion con anticuerpos monoclonales especificos!®, asi
como también, se buscé disminuir la apoptosis bloqueando el calcio con un
antagonista®l. Pero sin lugar a dudas, y en base al conocimiento que se tiene sobre la
fisiopatologia del IRI, uno de los principales blancos de accion deberia ser la produccion
de radicales oxidrilos. Al respecto, se describi6 el uso de tocoferol para minimizar los
efectos de las ERO2, Sin embargo, el antioxidante mas utilizado en experimentacién y
modelos clinicos es la N-acetilcisteina (NAC). El uso de NAC en modelos animales de IR
ha demostrado resultados alentadores?®® 164 165 En uno de los casos de IRI hepética se
mostré una reduccioén significativa del dafio oxidativo, aumento de glutation, disminucion
de peroxidacién lipidica, de alanina aminotransferasa y apoptosis celular'®®, Por otra
parte, en un modelo de IRI renal, el pretratamiento con a—tocoferol y erdosteina redujo la
peroxidacion lipidica de membranas celulares renales'®’. A su vez se observd un

aumento de la supervivencia de ratas isquémicas tratadas con o-tocoferol*¢8,

7.2.1. Acido tioctico (ALA) como tratamiento para el IRI

Existen muchas drogas anti-oxidantes disponibles para ser probados en diferentes
modelos de IRI. Uno de los anti-oxidantes mas efectivos y que se usa en la clinica diaria,
es el acido lipoico (ALA). EI ALA es un compuesto de origen natural creado en la
mitocondria a partir del acido octanoico como precursor®®. Es un poderoso antioxidante
natural que tiene actividad tanto en medio acuoso como lipidico. Actda tanto a nivel intra
como extracelular y tiene dos formas isoméricas. Debido a estas propiedades tiene un
amplio potencial de accién farmacolégica'’® ", Su papel biolégico principal es como
cofactor en las enzimas mitocondriales tales como a-cetoglutarato deshidrogenasa y
piruvato deshidrogenasa'’?. ALA también parece estar involucrado en la produccién de
acetil-CoA, a través de la descarboxilacion oxidativa de piruvato!”®. In vivo, ALA puede
ser reducido en acido dihidrolipoico (ADHL) el cual posee una mayor accion antioxidante.
Ambos, ALA y ADHL, tienen capacidad quelante de metales (Fe?*, Cu* y Cd?) y

neutralizadora de ERO pero s6lo el ADHL es capaz de regenerar antioxidantes
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enddgenos (glutation y vitamina E, C) y reparar el dafio tisular generado por ERO4. Sin
embargo, no todos los efectos del ALA se deben a su actividad anti-oxidante. Por
ejemplo, se pudo observar que varios de los efectos antiinflamatorios del ALA han sido
mediados por su capacidad de inhibir NF-xB'’>. Es decir que ALA, no sé6lo es un anti-
oxidante sino también una sustancia con actividad antiinflamatoria.

La utilizacion de ALA resultd ser protectiva en varios modelos experimentales, tales como
IRl hepatico'’®, pancreatitis aguda'’’ e IRl renal’’”®. En este Ultimo estudio, la
administracién intraperitoneal de 100 mg/kg de ALA en animales que sufrieron 45 min de
isquemia renal por la oclusién del pediculo renal fue capaz de revertir efectos deletéreos
de la isquemia, tales como el aumento de la creatinina sérica, IL-1p, IL-6 y TNF-a, entre
otros'”. En ratas, también se determiné que la administracion intraperitoneal de ALA
previno la desregulacién de aquaporinas y transportadores de sodio, que se observa en
la reperfusién renal y atenu6 el incremento de la expresion de endotelina-1, que conduce
a la disfuncién renal 178 18 En estos estudios, la administracion de dosis alta de ALA (100
mg/kg) se realizO antes de la isquemia e inmediatamente antes del periodo de
reperfusion.

También se han observado efectos beneficiosos en el uso de ALA en humanos. Varios
estudios han documentado un efecto terapéutico positivo, en particular en enfermedades
como diabetes, arteriosclerosis, enfermedades neurodegenerativas, y en SIDA, entre
otras!’. Los suplementos de ALA son relativamente seguros en las dosis consumidas en
humanos. Las dosis de 600mg/dia y 1800mg/dia no tuvieron efectos secundarios durante
un periodo de 1-6 meses. Luego de la ingesta oral, es excretado ampliamente por el rifidén
y se metaboliza en higado con un elevado efecto de primer paso hepatico!®!. En un
ensayo clinico, se observé que el ALA disminuye el IRI hepatico después de la oclusién y
reseccion hepatica®?. Sin embargo, el efecto terapéutico mas significativo de ALA en
humanos es en las complicaciones inducidas por la diabetes, incluyendo la polineuropatia
y la formacién de cataratas!®®. De hecho, tanto la administracién intravenosa de ALA
como la oral estdn aprobadas para el tratamiento de polineuropatia diabética en varios
paises, incluso Argentina.

La gran cantidad de trabajos preclinicos ya mencionados junto con los efectos benéficos
observados en humanos y la falta de efectos adversos severos justificarian el uso de ALA
en trasplante, donde la produccion y los efectos de EROs mostraron ser perjudiciales

para la sobrevida del injerto.
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Figura 5: Estructura quimica del &cido lipoico en su forma oxidada (A) y reducida (B). Fuente: Storm J Curr
Pharm Des 2012.

7.3. Prevencion del rechazo alogénico

Como se especific6 previamente, antes de proceder a realizar un trasplante, debe
valorarse la compatibilidad antigénica entre el receptor y el donante, con la finalidad de
optimizar la sobrevida del injerto y minimizar posibles reacciones inmunoldgicas. Con
este objetivo normalmente se realizan cuatro determinaciones. En primer lugar, es
necesario establecer la compatibilidad del grupo sanguineo ABO/Rh. Sin embargo, con la
introduccion de los métodos de eliminacién de anticuerpos (plasmaféresis perioperatoria)
y farmacos anti-linfocitos B como el rituximab, se logré disminuir el riesgo de estas
complicaciones!®* 18, Por esta razén, el trasplante ABO incompatible es una opcion
frente a situaciones desesperadas como una falla fulminante hepdética y la falta de un
6rgano compatible!® 187 Con respecto al trasplante renal cada vez existe un mayor
namero de centros que realizan trasplantes satisfactorios con incompatibilidad ABO sin
embargo no es la regla general'88 189, 190,

A su vez, es necesario realizar la tipificacion de los antigenos HLA clase | y II, buscando
la maxima compatibilidad posible entre el donante y el receptor.

También es fundamental determinar la existencia de anticuerpos preformados contra
antigenos HLA. Para lo cual se realizan pruebas especificas denominadas “cross match o
prueba cruzada” cuya descripcion detallada excede el objetivo de esta tesis. De manera
resumida se puede mencionar que una vez que se escoge el donante, es una condicion
para la ejecucion del trasplante, al menos renal, la realizacién de dicha prueba. Esta
consiste en la incubacion del suero del receptor con linfocitos del donante. En el caso de
tener una reaccion positiva, esta se interpreta como la existencia de anticuerpos
especificos contra el donante, descartando la intervencién. Por lo contrario, en trasplante
hepatico, no siempre suele realizarse la prueba cruzada. Esto es debido a que no esta

clara su relevancia en este tipo de trasplante, sumado a que el nimero de donantes
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como el tiempo de isquemia que tolera este tipo de 6rganos es menor y usualmente
suelen darse en situaciones de urgencia.

Una vez que se establece la compatibilidad, y se procede con el trasplante, es necesario
comenzar con la inmunosupresion del receptor. Dicho tratamiento sera necesario
mientras el paciente posea el injerto ya que el objetivo es prevenir y controlar la
respuesta inmune del receptor. El tratamiento debe ser individualizado existiendo
multiples combinaciones adaptables a las caracteristicas clinicas y serologicas de cada
paciente, al momento en curso del trasplante y a la experiencia de cada centro. El
tratamiento inmunosupresor tiene dos etapas. En la etapa inicial, denominado tratamiento
de induccién, se trata de lograr una inmunosupresion potente e intensa para prevenir el
rechazo en la fase de maxima respuesta inmunoldgica que se produce en las primeras
semanas post-trasplante. En la mayoria de los protocolos de inmunosupresion se utiliza
una combinacién de tres farmacos (‘“triple terapia”: 1- un inhibidor de la calcineurina, 2-
un antiproliferativo y 3- esteroides. La induccion con un anticuerpo poli- o monoclonal
(“terapia cuadruple”) esta indicada para pacientes con elevado riesgo inmunolégico o en
aguellos pacientes en los que es conveniente evitar el uso de los anticalcineurinicos en la
fase de induccién®®l. Posteriormente, sigue la terapia inmunosupresora de mantenimiento
que tiene como objetivo conseguir a largo plazo una buena funcion del injerto con la
maxima supervivencia y calidad de vida del receptor. Es necesario que el tratamiento sea
lo menos agresivo posible y se encuentre correctamente regulado, ya que una sobre-
inmunosupresién favorecera la aparicion de infecciones oportunistas y tumores, en tanto

gue una sub-inmunosupresion favorecera el rechazo del injerto.

7.3.1. Drogas inmunosupresoras

Los diferentes farmacos inmunosupresores poseen diversos mecanismos de accion. Por
ejemplo, los corticoesteroides actlan gracias a su potente accion antiinflamatoria. La
union a sus receptores citoplasméticos determina la activacion de la transcripcion de
determinados genes y la inhibicibn de otros. EI complejo corticoide-receptor
citoplasmético impide la activacion de NF-xB mediante la induccion de la sintesis de su
inhibidor 1kB, siendo esta la explicaciéon de algunos de los efectos antiinflamatorios e
inmunosupresores que se les atribuyen!®2. Por ejemplo, sobre las células presentadoras
de antigenos actuan inhibiendo la sintesis de IL-1 e IL-6, lo cual conduce al bloqueo de la

diferenciacion y la proliferacion de los linfocitos T.
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Otro tipo de farmacos utilizados son los inhibidores de calcineurina, como la ciclosporina
y el tacrolimus (FK506). La calcineurina es una fosfatasa intracelular que se encuentra en
las células T y que funciona defosforilando ciertas proteinas reguladoras de la
transcripcion de genes, permitiendo asi, el pasaje al nucleo a través de la membrana
nuclear. Estas proteinas reguladoras son capaces de activar la transcripcion de ciertas
citoquinas (IL-2, IL-4, TNF-a, IFN-o) que promueven la activacion de las células T. La
ciclosporina se une al receptor citoplasmético llamado ciclofilina, mientras que el
tacrolimus se une al receptor citoplasmatico conocido como proteina de union al FK
(FKBP: FK-binding protein). Tanto la ciclosporina-ciclofilina y el tacrolimus-FKBP se unen
a la calcineurina, evitando su funcionamiento normal y de esta forma bloqueando la
activacion de las células T (Figura 6)'%. Otra de las drogas inmunosupresoras que suelen
recibir los pacientes trasplantados son los inhibidores de la sintesis de las purinas, como
la azatioprina o el micofenolato mofetil. Estas drogas, suprimen el proceso de replicacion
génica y proliferacién celular por la inhibicién de la sintesis de ARN y ADN (Figura 6)%,
La azatioprina es un analogo de las purinas, mientras que el micofenolato mofetil inhibe
en forma reversible a la inosina monofosfato dehidrogenasa (IMPDH) que es critica en la
sintesis de dichas moléculas (Figura 6). Existen otras drogas inmunosupresoras que tiene
otros blancos de accién. Por ejemplo, la rapamicina actla sobre una quinasa denominada
MTOR, que es importante en la regulacion del ciclo celular. La inhibicién de la quinasa
por rapamicina, sirolimus (SRL) o everolimus bloquea la sefial de proliferacion en las

células T, impidiendo su ingreso en la fase S del ciclo celular (Figura 6).
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Figura 6: Representacién esquematica de los eventos de sefializacion intracelular asociados a la activacion
de las células T. Sefales: 1-Reconocimiento del antigeno, 2- Coestimulacion, 3- Progresion del ciclo celular.
AP: proteina activadora, IL: interleuquina, NFAT: Factor nuclear de células T activadas, TCR: receptor de

células T, TOR: target de rapamicina.

Actualmente, se dispone de otro tipo de terapias inmunosupresoras, que consiste en la
utilizacién de biolégicos que tratan de evitar la activacion T, al bloquear la coestimulacion.
Estos farmacos, denominados abatacept y belatacept, son proteinas de fusiéon
constituidas por moléculas de CTLA-4 fusionados con fragmentos de Fc y tienen como
objetivo unirse a las moléculas CD80 y CD86, para evitar que las mismas activen a la
molécula CD28 presente en la membrana de los linfocitos T. Estos farmacos son
potentes inmunosupresores. Los costos del mismo son elevados y aparentemente
tendrian una mejor sobrevida del paciente al evitar los problemas de adherencia al
tratamiento. Sin embargo, se ha informado de un numero mayor de episodios de
rechazos!®*,

A pesar de los efectos benéficos que tienen las drogas inmunosupresoras para evitar el
rechazo de los érganos trasplantados, también tienen multiples efectos adversos. Uno de
los efectos mas importantes de los inhibidores de calcineurina es la nefrotoxicidad, que
puede manifestarse en forma aguda o crénica. En la forma aguda muestra cambios
hemodinamicos reversibles en la vasculatura glomerular y lesiones como la vacuolizacion
isométrica de las células tubulares y la hialinosis arteriolar. En la forma crénica se ve

fibrosis intersticial y atrofia tubular con la eventual pérdida del injerto!®® 1%, La principal
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estrategia para hacer frente a dicha nefrotoxicidad incluye la minimizacion o eliminacion
de este tipo de farmacos, con o sin la conversién a rapamicinal®” 1%,

Gracias a la optimizacion de las determinaciones de anticuerpos y a los estudios de
compatibilidad, sumado a una nueva era en las terapias inmunosupresoras, las tasas de
rechazo agudo han disminuido notablemente, mejorando de esta manera los resultados
del trasplante a corto plazo. Sin embargo, por desgracia, a largo plazo las tasas de

sobrevida del trasplante mas alla de 5 afios no han logrado una mejoria significativa®®
200

8. MANEJO DEL PACIENTE POST-TRASPLANTE

Los pacientes trasplantados una vez dados de alta, deben ser monitoreados
periddicamente. Suelen ser evaluados para determinar los valores sanguineos de
marcadores de funcionalidad del 6rgano trasplantado. Este seguimiento es fundamental
para mantener al paciente estable, dado que una alta inmunosupresion puede llevar a
infecciones o desarrollo de cancer y una baja inmunosupresién al rechazo del érgano. En
el caso de presentar algun signo, por ejemplo, de infeccion, los médicos analizan el
cuadro clinico y evallan la realizacion de diferentes estudios para la confirmacién del
tratamiento. En el caso de sospechar un episodio de rechazo, el médico debe confirmarlo
mediante una biopsia y el paciente recibe una mayor dosis de inmunosupresion, que se
mantiene transitoriamente. Si éste evoluciona favorablemente con buen funcionamiento
del 6rgano, sin manifestacion de signos de rechazo, el médico ira disminuyendo
gradualmente el nivel de inmunosupresion. Por esta razén, es de suma importancia para
evitar la pérdida del injerto, tanto el control por parte del médico como la adherencia al

tratamiento del paciente.

9. BIOMARCADORES DE DANO

Los avances en la problematica del trasplante como la optimizacion de la compatibilidad,
y el uso de drogas inmunosupresoras, han permitido mejorar la sobrevida del injerto y el
paciente. Sin embargo, la eficacia de estos tratamientos se ve soslayada por la dificil
regulacion entre la dosis y los resultados esperados, y por la aparicion de efectos
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secundarios, teniendo en cuenta que cada paciente tiene un repertorio inmunolégico
anico y dinamico.

Por esta razén, seria de suma importancia el desarrollo de biomarcadores no invasivos,
fiables y predictivos, que permitan predecir el rechazo, la sobrevida de un injerto y el
estado inmunoldgico (o grado de inmunosupresion) del paciente para ajustar las dosis de
acuerdo a las necesidades de los pacientes. Actualmente este punto se trata de manejar,
haciendo determinaciones séricas de las drogas inmunosupresoras. Sin embargo, un
nivel sérico de droga no necesariamente es un indicador valido del estado inmunolégico
del paciente. Por lo tanto, la busqueda de biomarcadores que indiquen el estado de
inmunosupresién, permitira al médico un mejor manejo del paciente.

Al respecto, en los Ultimos afios se han realizado varias investigaciones con este
propésito. Por ejemplo Vasconcellos et al estudiaron los niveles de ARNm de granzima B,
Fas Ligando y perforina 1 en leucocitos circulantes de pacientes y determinaron que los
niveles de mensajero para estos mediadores eran significativamente mayores en
pacientes que cursaban un rechazo agudo en comparacién con pacientes sin rechazo?.
Sin embargo, un estudio consecutivo mostré que los niveles de ARNm no diferian entre
pacientes con rechazo e infeccion. Se ha evaluado también, la expresion de mensajeros
(TIM-3 o INF-y) en células en orina, observando un aumento de los niveles en pacientes
con rechazo?®. A su vez, se han postulado citoquinas en plasma y niveles de miRNAs en
biopsias o linfocitos circulantes, como posibles biomarcadores?®®. Como se observa, la
mayoria de estos estudios tienden a estudiar parametros que permitan predecir el
rechazo del o6rgano, pero ninguno de ellos busca determinar el grado de
inmunosupresiéon. Lamentablemente, el dltimo intento al respecto, que se basaba en la
medicion de la respuesta proliferativa de las células de sangre periférica al PHA, fracasé

luego de realizar estudios multicéntrico?®?.
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Objetivos

El objetivo general de la presente tesis de doctorado es estudiar el rol de algunos
mediadores en la fisiopatologia y terapéutica en los trasplantes de o6Organos

vascularizados.
Especificamente:

1. Determinar la expresiéon de marcadores inflamatorios en pacientes trasplantados
con o sin DGF y su relacién con factores inherentes al donante o receptor.

2. Examinar la posibilidad de usar al SLPI como biomarcador en trasplantes renales

estudiando:

i) Los niveles de SLPI en liquido de perfusion proveniente de érganos a
trasplantar y su relacién con el estado del paciente post-trasplante a corto y
largo plazo;

ii) Los niveles plasmaticos de SLPI en pacientes trasplantados y su relacién

con el estado del paciente post-trasplante.

3. Evaluar la utilidad del uso de un anti-oxidante en los trasplantes renopancreaticos,
hepaticos y renales, y su impacto sobre la expresion de SLPI.

4. Estudiar el efecto de la administracion del SLPI en modelos animales de dafio
renal.

5. Determinar el efecto del SLPI sobre células renales e inmunes, in vitro.
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Materiales y Métodos

1. COMITE DE ETICA

Todos los estudios que involucran pacientes o material proveniente de pacientes fueron
aprobados por el Comité de Etica de la Fundacion Favaloro y por el Comité de Etica del
Hospital Italiano. Por otro lado, los estudios con animales tienen la aprobacion del
CICUAL de la Facultad de Medicina, UBA.

2. PROTOCOLO DE LOS ESTUDIOS RELACIONADOS A LA
FUNCION RETRASADA DEL INJETO

2.1. Pacientes

Para este protocolo, se reclutaron 34 pacientes trasplantados renales con criterio
expandido, pertenecientes al Instituto de Nefrologia, Nephrology. Los pacientes reclutados
firmaron un consentimiento informado acorde con la declaracion de Helsinki. Las
actividades clinicas y de investigacion reportadas en esta tesis son consistentes con los
principios de la Declaracién de Estambul, como se indica en la “Declaracion de Estambul
sobre el trafico y el turismo de trasplantes de érganos”.

De estos pacientes, se obtuvieron biopsias al séptimo dia post-trasplante. El
procedimiento se realizé bajo guia ecografica utilizando agujas de resorte. Los pacientes
fueron agrupados segun la presencia de DGF, la cual fue definida como la necesidad de
hemodialisis en la primera semana post-trasplante. En la Tabla 7 se muestran los criterios
de inclusion y exclusion para los pacientes y en la Tabla 8 se muestra un resumen de las

caracteristicas clinicas de los pacientes enrolados en el estudio.
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Todos los pacientes fueron tratados con:
* Terapia de induccién de timoglobulina (7 a 14 dias) y metilprednisolona (500 mg
iv.)
* Terapia mantenimiento de inmunosupresion con sirolimus (8-12 ng/ml),
micofenolato sodico (1440 mg) y prednisona (4 mg/dia)
* Tratamiento profilactico con Ganciclovir IV 5mg/kg/dia o Valganciclovir 900mg/dia
y trimetoprim sulfametoxazol (TMP-SMX).

Criterios de inclusion Criterios de exclusién
Donantes Donantes
* 60 afios o0 entre 50 y 59 afos » Abuso de drogas
que cumplan al menos 2 de los intravenosas
siguientes criterios: * VIH positivo
* Antecedentes de hipertensién * Rifiones de donantes
» Accidente cerebrovascular estandar

como causa de muerte
» Creatinina sérica pre-ablacion >

1,5mg/dl
Receptores Receptores
* Primer trasplante de rifién * Diabetes mellitus.
* Mayores de 18 afios * Uso croénico de esteroides.
* Consentimiento informado * Mujeres embarazadas /
firmado periodo de lactancia.
* Anticuerpo reactivo en el panel + Antecedentes de cancer o
<20% trastorno linfoproliferativo.

Tabla 7: Criterios de inclusion y exclusion para los pacientes enrolados en el protocolo de estudio del DGF.
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Grupo 1 Grupo 2

(DGF, n=23) (No DGF, n=11) valorP
Edad del Receptor (afios) 54,7 + 8,2 50,1+ 16,1 0,27
IMC del Receptor 25,7+ 4,3 235+1,3 0,10
Tiempo de didlisis (afios) 48+39 5,67 +2,7 0,51
HLA MM (A, B, DR) 31,7 34+11 0,48
TIF (Horas) 25,2+3 23,9+55 0,37
Edad del Donante (afios) 56,4 + 4,8 56,8 + 4,6 0,81
IMC de los donantes 26,9+4,2 27.9+53 0,55
Creatinina pre-ablaciéon(mg / dl) 1,8+0,7 1,3+0,3 0,03
Dia 1 Diuresis (L) 0,37+0,5 2725 0,0001
Dia 1 Eco Doppler 0,81+0,6 0,73+ 0,09 0,66
Dia 1 Uremia (mg / dlI) 126,5 + 27,4 119,1 + 26,9 0,46
Dia 1 Creatininemia (mg / dI) 7,62+2 9,08+1,5 0,039
Dia 1 Na * sérico (mEq /L) 136,4 + 3 135,2 +2,8 0,27
Dia 2 Diuresis (L) 0,45 +0,56 32+23 0,0001
Dia 2 Uremia (mg / d) 142,9 + 28 137,9 + 31,2 0,64
Dia 2 Creatininemia (mg / dl) 8,05+22 8,52+1,1 0,52
Dia 2 Na * sérico (mEq /L) 1357+ 2,7 136,2+ 2,4 0,60

IMC=indice de masa corporal; HLA MM= Antigeno Leucocitario Humano Incongruente

Tabla 8: Caracteristicas de los pacientes trasplantados renales enrolados en el protocolo de estudio del DGF.

2.2. Microarreglo de biopsias de pacientes

El ARN fue aislado por el método basado en fenol a partir de biopsias renales por
homogeneizacion en 5 ml de TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se purificd con el kit de
aislamiento de ARN SABiosciences RT?-gPCR-Grade, segun las condiciones sugeridas
por el fabricante. La concentracion y pureza del ARN se determiné midiendo la
absorbancia en un espectrofotémetro. Diluciones de la muestra se midieron en Tris 10
mM a pH 8. La relacion de las absorbancias A230/A260 fue mayor que 1,7 y A260/A280

fue mayor que 2,0 en todas las muestras analizadas.
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Alicuotas de cada muestra de ARN fueron corridas en un gel de agarosa desnaturalizante
detectdndose bandas para el ARN ribosomal 18S y 28S. Las muestras con sefiales de
degradacion del ARN en el gel de agarosa fueron descartadas. Se realiz6 la
retrotranscripcion de 1ug de ARN a ADNc utilizando el kit de “RT2 First Strand”
(SABioscience). A continuacion, se llevd a cabo un microarreglo “Human Innate &
Adaptive Immune Responses RT? Profiler™ PCR Array” (PAHS-052Z, Frederick, MD)
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Este microarreglo o matriz permite la
determinacion de un total de 84 genes relacionados con la inflamacién (Tabla 9). En estas
matrices se analizaron inicialmente 16 ADNc obtenidos a partir de muestras de biopsias
renales. Para esto se realiz6 gPCR en tiempo real utilizando un formato de 96 pocillos y

como equipo de gPCR se utilizé el modelo 7500 de Applied Biosystems.

CDh4 CD40
All Al2

CD40LG | CD80 CD86 CD8A CRP CSF2 | CXCL10 | CXCR3 |DDX58 FASLG | FOXP3 | GATA3

APCS C3 CASP1 CCL2 CCL5 CCR4 CCR5 CCRG6 CCR8 CD14

HLA-A HLA-E | ICAM1 IFNA1 | IFNAR1 | IFNB1 IFNG IFNGR1 IL10 IL13 IL17A IL18

IL1A IL1B IL1IR1 IL2 IL23A IL4 IL5 IL6 CXCL8 | IRAK1 IRF3 IRF7

ITGAM JAK2 LY96 Lyz MAPK1 | MAPKS8 MBL2 MPO MX1 MYD88 | NFKB1 | NFKBIA

NLRP3 NOD1 NOD2 RAG1 RORC |SLC11Al| STAT1 | STAT3 | STAT4 | STAT6 | TBX21 | TICAM1

TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9 TNF TRAF6 TYK2

ACTB B2M GAPDH | HPRT1 | RPLPO | HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC

Tabla 9: Lista de genes analizados en las biopsias de pacientes trasplantados renales enrolados en el
protocolo de estudio del DGF.

Los cebadores utilizados en la matriz fueron probados y confirmados por el fabricante. El
ensayo incluyd controles positivos y negativos como también tres genes control para la
normalizaciéon de la expresion. El analisis de los resultados se bas6 en el método ACt
donde se normalizan los niveles de mensajeros de genes inflamatorios con los del gen
control. La informacion fue analizada utilizando el software sugerido por el fabricante:
‘PCR array data analysis software” (SABiosciences). Se utiliz6 un umbral de corte del
doble de veces de expresién para definir el aumento o disminucién de la expresién de los
genes analizados.

Para el analisis de la informacién obtenida de la matriz de gPCR se utilizé el software
“SABiosciences RT2 Profiler Data Analysis” para determinar los perfiles de expresion

génica (http://www.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php), el cual determind los

indices de cambio para cada gen utilizando el método de cuantificacion relativa 2°(-AACt).
Los valores de ACt fueron normalizados utilizando los valores de Ct promedio de tres

54


http://www.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php

genes control: B-Actina, B-2-microglobulina y GAPDH. Todos los pocillos con valores de Ct

mayores a 35 fueron excluidos del analisis.

2.3.  RT-gPCR

Los resultados de la matriz fueron analizados para su confirmacién mediante RT- gPCR.
Muestras de RNA provenientes de 11 pacientes sin DGF y 23 pacientes con DGF fueron
testeadas para la expresion de IL-1R1, IL-10, IL-1F7, IFNA1, HMOX-1 and TGF-p
utilizando gPCR SuperMix Universal (Invitrogen, Ca). Los cebadores fueron disefiados por
nuestro grupo, las secuencias de los mismos se muestran en la Tabla 10. La solucion
para la amplificacién fue preparada utilizando los reactivos del kit “one-step SYBR Green
Quantitative RT-PCR” (Invitrogen, Ca) a la que se le agregé 0.25 uM de cada primer y
ADNc. Las condiciones de ciclado para la amplificaciéon fueron: 30 min a 42°C, 2 min a
94°C, y 40 ciclos de 15 s a 95°C, por ultimo 1 min a 60°C. La especificidad de los
cebadores se cheque6 con gel de agarosa post-amplificacién y por curva de fusion. Los
niveles de transcripto de B-actina humana fueron analizados para cada muestra para su
posterior utilizacibn como gen normalizador. Los resultados fueron expresados como 2\(-
ACt), siendo ACt, la resta entre el valor de Ct del gen target y el gen control.

GEN SECUENCIA
IL-1R1 CCTCTGAAGATGGTGACTCC
GTAATGTCCTGAATCCTCCA
IL-10 TGCAAAACCAAACCACAAGA
GGCAGGTTGCCTGGGAAGTG
IFNA1 GAGTCACCCATCTCAGCAAG
TCAGACAGGAGGAAGGAGAG
TGF-B TCCGCGGAGCAGCCAGACAGC
GCAGGGGGTGCGCCCGAGGT
HMOX-1 GTCAACGCCTGCCTCCTCTC
TCAGGGCCTCTGACAAATCC
IL-1F7 CATTCCATTTTCTGTTGAGT
GACCCCCAGGAGAATCGGACT
B-ACTIN CGCCCCGCGAGCACAGAGCC
TCTCCATGTCGTCCCAGTTG

Tabla 10. Secuencia de cebadores utilizados para RT- qPCR de biopsias de pacientes trasplantados renales
en el estudio del retraso en la funcion del injerto.
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3. PROTOCOLO DE USO DEL LiQUIDO DE PERFUSION

3.1. Pacientes

Este protocolo se llevo a cabo en el Instituto de Nefrologia, Nephrology de Buenos Aires.
El liquido de perfusion colectado para estos estudios, es el que habitualmente se utiliza
para lavar al 6rgano, inmediatamente previo al trasplante, y es cominmente descartado.
Al no existir intervencién ni manipulacién adicional, mas alla del procedimiento habitual del
trasplante, para esta parte del estudio no fue necesaria la firma de un consentimiento
informado. La obtencidon de datos clinicos fue de manera retrospectiva, descriptiva,
anonima y forman parte del uso habitual de informacion del Instituto para la redaccién de
trabajos cientificos o la recopilacién de datos de seguimiento de los pacientes.

Se recuper6 el liquido de perfusion de rifiones que fueron utilizados para trasplantar a 34
pacientes. Los 6rganos fueron provenientes de 17 hombres y 17 mujeres. Con respecto a
los receptores del trasplante, fueron 13 mujeres y 21 hombres. En la Tabla 11 se

muestran las caracteristicas de los donantes y de los receptores.

Edad del Receptor (afios) 57,1+149
*?;J‘_ Tiempo de didlisis (afios) 6,1+34
é TIF (horas) 20,1+ 5,2
Edad del Donante (afios) 49,6+18,1
% IMC de los donantes 28,2+6,8
§ Creatinina pre-ablaciéon(mg/dl) 1,05+0,06

Tabla 11: Caracteristicas de los donantes y receptores de los injertos reclutados para el estudio en liquido de
perfusion.

3.2.  Obtencién de liquido de perfusién de 6rganos a trasplantar.

Los érganos fueron perfundidos con 500ml de solucién de Wisconsin previo a su implante
en el receptor. Para estos estudios, se conservaron los primeros 50 ml de liquido de
perfusién y los 50 ml finales, los cuales se preservaron a -20 °C para la posterior medicion

de mediadores inflamatorios.
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4. PROTOCOLOS CLINICOS PARA LA PREVENCION DEL
DANO POR IRI

4.1. PROTOCOLO ACIDO o-LIPOICO EN PACIENTES
TRASPLANTADOS RENOPANCREATICOS

4.1.1. Pacientes

El estudio incluy6é 26 pacientes con trasplante simultaneo de riidn-pancreas (SRP). Los
pacientes reclutados en dicho estudio fueron 11 varones y 15 mujeres, en un rango de
edad 21-57 afios. Los trasplantes se realizaron entre 28/04/2011 y 17/01/2013 en el
Instituto de Nefrologia, Nephrology de Buenos Aires. Dado que ambas formas de ALA,
intravenosa y oral son aprobadas para mitigar la polineuropatia sensitivomotora diabética
en Argentina, todos los pacientes reclutados para el estudio presentaban dicha afeccion.
Todos los pacientes recibieron como terapia de induccion Timoglobulina (1,5 mg / kg
durante cinco dias) y Solumedrol; y como terapia de mantenimiento una triple
inmunosupresiéon (tacrolimus con niveles de 10-12 ng/ml, prednisona 4 mg/dia y
micofenolato sédico 1,440 mg/dia).

Los pacientes fueron aleatoriamente divididos en tres grupos: 1) Control: pacientes que no
recibieron tratamiento con ALA; 2) R-ALA: pacientes a los que se les administré una dosis
de ALA (600 mg) inmediatamente antes del procedimiento quirdrgico; y 3) DR- ALA:
pacientes que ademas de recibir una dosis de ALA (600 mg) inmediatamente antes del
procedimiento quirdrgico, tal como el grupo anterior, también recibieron &érganos
provenientes de donantes cadavéricos a los que se les administr6 ALA (600 mg) en el
momento de la procuracion. El objetivo de la administracion de ALA fue reducir el efecto
desfavorable de las EROs que se producen en todo el proceso conocido como IRI, que
comienza en el donante y continla en el receptor. Este disefio experimental de comparar
el grupo DR-ALA con el grupo R-ALA tuvo como objeto desentrafiar el impacto de EROs
gue se producen durante las diferentes etapas del proceso de IRI.

El tratamiento del donante cadavérico, llamado precondicionamiento, se realiz6 justo
antes del procedimiento de procuracion, por goteo intravenoso (20 min) de 600 mg de
ALA diluidos en 250 ml de solucion salina al comienzo del proceso de ablacion, que tiene

una duracion total de aproximadamente 90-120 minutos. La eleccion de la dosis
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administrada a los donantes se basoé en los trabajos de Dunschede et al y Muller et al, con
humanos y roedores, respectivamente!® 205, Ademas, esta dosis es la dosis aprobada por
nuestras autoridades de regulacién locales para tratar la neuropatia diabética. La
administracion de dicho antioxidante se considera parte del proceso normal de extraccion
de 6rganos, y por lo tanto, no fue necesario un consentimiento informado mas alla del
asociado con la donacion de 6rganos. Los érganos fueron almacenados en frio hasta el
trasplante.

Las muestras de sangre para la obtencion de plasma y la medicién de los mediadores se
adquieren al principio de la cirugia, luego del desbloqueo sanguineo, 12 h después de la
cirugia y cada uno o dos dias después del trasplante durante al menos 14 dias o hasta el
alta del paciente. Estas muestras sirvieron, no sélo para la mediciéon de los mediadores
inflamatorios, sino también como parte de la determinacién rutinaria de analitos para
evaluar la funcion renal y pancreatica. Ademas, biopsias de rifion y pancreas fueron
tomadas al final de la cirugia para realizar un estudio de RT- gPCR. La cantidad de tejido
de biopsia no fue suficiente para realizar de manera simultanea estudios de

inmunohistoquimica.

4.1.2. Citoquinas inflamatorias séricas

Los niveles plasméticos de IL-8, IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a e IL-12p70 se midieron en la
muestra previa a la cirugia y a las 12 h después del trasplante usando el kit “BD™
Cytometric Bead Array” (BD Biosciences, San Jose, CA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Tanto las muestras como la curva estandar fueron incubadas con estos
reactivos y luego se pasaron por un citdbmetro de flujo FACSCalibur para su deteccién. El

analisis de datos se llevé a cabo utilizando el software FCAP Array.

4.1.3. Determinacién de los niveles de SLPI plasmaticos

Los niveles de SLPI plasméticos se determinaron utilizando un ELISA sandwich. Para
esto se adhirié un anticuerpo monoclonal de ratén anti-SLPI humano (1ug/ml, R&D) a la
superficie de placas de 96 pocillos (de alta union a péptidos) por 18h a 4°C. Luego se
bloqueé la placa durante 1h a 37°C con 0,5% seroalbumina bovina (Sigma) y 1% leche
baja en grasa en PBS 1X (solucion de bloqueo). Posteriormente los pocillos se lavaron

con PBS/Tween 20 0,1% y se incorporaron las muestras de plasma y el estandar; estas
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se conservaron por 1h a 37°C. Una vez cumplido el tiempo de incubacion se agregoé el
segundo anticuerpo policlonal de conejo anti-SLPI humano en solucién de bloqueo
(1/2000), dejandose 1,5 h a 37°C. Luego, los pocillos se lavaron con PBS/Tween 20 0,1%.
Por ultimo, se incub6 durante 1 h con el anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG de conejo
conjugado a peroxidasa (1/1500, Chemicon) en solucién de blogueo. Se reveld con
3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (Invitrogen), la reaccion fue detenida con &cido sulftrico 1N y
la absorbancia leida a 450nm con resta de 630 nm en lector de placas de ELISA (Rayto,
China).

4.1.4. Determinacién de los niveles de PAP (Reg3a)

Reg3/PAP se determind por ELISA sandwich siguiendo las instrucciones del fabricante
(Pancreas PAP, Dynabio, Francia). El kit consta de una placa de 96 pocillos con el
anticuerpo de deteccion anti-Reg3a ya adherido. Sembradas las muestras y la curva
estandar, se dej6 incubar durante 3 h a temperatura ambiente. Luego se realizaron
lavados con PBS/Tween 20 0,1%. Una vez finalizada la incubacion, se agregé el
anticuerpo anti-Reg3a biotinilado por 30 min a temperatura ambiente. Luego se procedi6 a
lavar y se agrego la avidina-peroxidasa, incubandose 15 min a temperatura ambiente.
Finalmente, se lavé y se agreg6 la solucion de sustrato (TMB), la cual se dejé 10 min,
deteniendo la reaccion con acido sulfarico. La absorbancia se ley6 en un lector de placas
(Rayto, China) a 450 nm con resta de 630 nm. La concentracion Reg3a / PAP se midi6

antes y a las 12 h post-trasplante y se expres6é como nanogramos por mililitro (ng / ml).

4.1.5. RT-gPCR

La determinacién de transcriptos de moléculas en biopsias de pacientes se realiz6 a
través de ensayos de RT- gPCR. Las biopsias fueros mantenidas a -80°C en solucion
RNA later (Ambrion, US) hasta su procesamiento. Fueron procesadas 19 biopsias (11
controles y 8 del grupo DR). Inicialmente se llevd a cabo la purificacion de ARNm
utilizando el Mini kit RNeasy (QUIAGEN). Con las biopsias se realiz6 un homogenato en
seco utilizando nitrégeno liquido. Este se resuspendido en buffer de lisis RLT Plus
mediante la utilizacién de agujas de distinto calibre para su mejor degradacion. Se realizé
una centrifugacion de 3 min a 10.000 rpm. Al sobrenadante se lo pas6 por una columna

gDNA eliminator (30 seg a 10.000 rpm). Al eluido se le agreg6é etanol 70% y se
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transfirieron 0,7 ml a la columna RNeasy. Luego de la centrifugacién (15 seg a 10.000
rpm), se descarté el eluido y se lavéd la columna con buffer RW1. A la columna se le
agrego buffer RPE, y se lavo dos veces (15 seg y 2 min a 10000 rpm). Se realiz6 una
centrifugacion en seco para eliminar todo el buffer posible. Por dltimo, a la columna se le
agregd6 50 ul de agua libre de ARNasa, se centrifugd 1 min a 10.000 rpm y se recuperé el
eluido. Se realizé una cuantificacion utilizando un equipo Nanodrop, determinandose la
pureza analizando la relacién entre las absorbancias a 260 y 280 nm. Luego se obtuvo
ADNc, mediante la utilizacién de un kit “RT2 First Strand” (QIAGEN). Para esto se
centrifugd 15 seg los 50 ul obtenidos de ARN. Se preparé la mezcla de gDNA elimination
para cada muestra a la que se le agreg6 700ng de ARN llegando a un volumen final de 10
pl. Se centrifugd e incubd a 42°C por 5 min, inmediatamente se pasé a hielo y se dej6 1
min. Se prepar6 el RT Cocktail (segun protocolo). A la mezcla de gDNA elimination se le
agreg6 10 pl del RT Cocktail, se incub6 durante 15 min a 42°C, y se detuvo la reaccién
calentando a 95°C por 5 min. Por ultimo, se agregaron 91 ul de agua destilada.

Para la cuantificacion de los niveles de transcriptos, el kit utilizado fue el de SYBR
GreenER gqPCR SuperMix Universal (Invitrogen). Se preparé una Master mix para cada
gen, con SYBR Green, ROX reference, cebador 5’, cebador 3’ y agua ultra pura. A 22,5 pl
de cada master mix se le agrego 2,5 ul de cada muestra. El instrumento utilizado para
gPCR fue un Corbett Research Rotor-Gene 6000 (QIAGEN, Valencia, CA). El programa
de ciclado utilizado fue: 5min a 50°C; 45 ciclos de 10 segundos a 95°C, 15 segundos a
60°C y 20 segundos a 72°C. La especificidad de los cebadores se chequed con gel de
agarosa post-amplificacién y por curva de fusion.

El analisis de datos se baso6 en el método 2”(-AACt) con la normalizacién de los datos en
bruto en relacion a los niveles de expresion del gen control, en este caso GAPDH. Los
cebadores de cada gen (Tabla 12) fueron disefiados y evaluados por nuestro grupo de

investigacion.
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GEN SECUENCIA
HMOX-15 GTCAACGCCTGCCTCCTCTC
HMOX-13" TCAGGGCCTCTGACAAATCC
TNF-a 5 GCAAGGACAGCAGAGGACCA
TNF-a 3 AGTGCTCATGGTGTCCTTTC
C35% CCTGCTGCTCCTGCTACTAA
C33% TCCAGCACCATGGTCTCCTC
TGFBETA 1Y%’ TCCGCGGAGCAGCCAGACAGC
TGFBETA 13 GCAGGGGGTGCGCCCGAGGT
GAPDH 5’ GCCTCCCGCTTCGCTCTCTG
GAPDH 3’ GCCAGCATCGCCCCACTTGA

Tabla 12: Secuencia de genes analizados en biopsias renales y pancreaticas en el protocolo “Uso de acido
lipoico en trasplante renopancreaticos”.

4.1.6. Evaluacioén Clinica

Los pacientes trasplantados fueron evaluados para determinar la funcién renal y
pancreatica, definiéndose a la disfuncion renal como una disminucién de la creatinina
menor al 70% de la creatinina basal al séptimo dia post-trasplante o la necesidad de
hemodidlisis durante la primera semana. La pancreatitis clinica se defini6 como un estado
clinico de distension abdominal, dolor abdominal, hinchazén del injerto y la necesidad de
descanso del pancreas con nutricién parenteral total. Este diagndstico fue realizado de
forma independiente de este estudio por los médicos que estaban a cargo del paciente y
se registro en la base de datos del paciente. También se evalué la supervivencia tanto del
injerto como del paciente a los 3 meses post-trasplante para determinar el impacto de

estos primeros eventos en la evolucién del trasplante.

4.2. PROTOCOLO ACIDO a-LIPOICO EN PACIENTES
TRASPLANTADOS HEPATICOS

4.2.1. Pacientes

Este estudio clinico fue realizado en el Hospital Italiano de Buenos Aires y se trata de un

ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo para evaluar el uso del
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acido a-lipoico en el dafio por isquemia-reperfusion en trasplante hepatico. Se reclutaron
23 pacientes. Los criterios de inclusion fueron, que los pacientes sean mayores de 18
afos y que reciban un trasplante hepatico independientemente de su etiologia; en tanto
que los criterios de exclusion, fueron pacientes menores de 18 afios o con higados
reducidos (Donante vivo relacionado, Split). De los 23 pacientes enrolados doce eran del
sexo masculino y once femenino. La edad media de los pacientes fue de 60,9 * 6,8 afios.
La etiologia de la cirrosis fue infeccion por hepatitis C asociado a hepatocarcinoma en 10
(44%) pacientes, alcohol en 5 (20%) y otras causas en 7 (30%) pacientes.

Con respecto a las caracteristicas de los donantes: 11 de los 23 (48%) no eran donantes
optimos y presentaban criterios de “donantes con criterio expandido” [donante corazén
parado, pacientes > 65 afios, sodio sérico >155 mEq/L, macroesteatosis > 30%,
prolongado periodo de isquemia fria (>16 horas), prolongada isquemia caliente (>90
minutos)].

La mediana del valor de MELD (que es un indice prondstico utilizado para valorar la
gravedad de la insuficiencia hepética) de la poblaciéon fue de 24 puntos y no hubo
diferencias entre los dos grupos

Los pacientes se dividieron en dos grupos: Control y Tratado. Del total de pacientes
incluidos, 13 pertenecieron al grupo tratado (tratados con o-lipoico) y 10 al grupo control.

La administracion de la droga o placebo se realiz6 de la siguiente forma segun el grupo:

¢ Rama Tratada: A los donantes, al inicio de la isquemia fria, se les administr6 una
infusién de ALA (600 mg en 50 ml de NaCl durante 5 minutos) por la vena porta
con el objetivo de administrarlo directamente al injerto. Posteriormente, una vez
realizado el trasplante y previo a la reperfusion, se administré la infusion de ALA
en el receptor, por la vena porta. Luego, se procedié al despinzamiento y a la

reperfusion.

e Rama Control: en lugar de ALA, tanto los donantes como receptores recibieron un

mismo volumen de solucion fisioldgica que el grupo tratado.
Es propicio aclarar que todos los pacientes recibieron la misma terapia de induccion y
mantenimiento. El tratamiento de induccion consistié en corticoides durante la cirugia y

Basiliximab en la terapia intensiva, repitiéndose la dosis de Basiliximab a los 4 dias. La
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terapia de mantenimiento consistié en: esteroides (meprednisona) en dosis decrecientes,
Tacrolimus (Prograf) y Mofetil Micofenolato.

Una vez realizado el trasplante, se presté especial atencién al desarrollo de sindrome
post-reperfusion severo, el cual se definidé segun los siguientes criterios:

Inestabilidad hemodinamica con hipotension persistente (tension arterial > 30% los
valores de la fase anhepética), asistolia o arritmias que desencadenaron inestabilidad
hemodindmica, necesidad de infusion continua de vasopresores. Aparicion de fibrindlisis
prolongada (mas de 30 minutos) o recurrente (reaparicién de fibrindlisis 30 minutos
después de que haya sido resuelta).

4.2.2. RT-qPCR

El ARN total se aisl6 a partir de 10 biopsias (5 controles y 5 del grupo tratado) utilizando el
Mini kit RNeasy (QUIAGEN), descripto previamente. La cuantificacion y pureza del mismo
se determinaron mediante la utilizacion del equipo Nanodrop. La retrotranscripcion del
ADNC fue realizada a partir de 1ug ARN total utilizando el kit “RT2 First strand” (QIAGEN),
descripto previamente.

La amplificacién y deteccion de ADNc en la PCR cuantitativa en tiempo real se llevé a
cabo utilizando el reactivo GoTag® qPCR Master Mix, en un formato de 96 pocillos en un
equipo Stratagene Mx 3000P. El programa de ciclado fue: 95°C por 2 min, 40 ciclos a
95°C de 15 segundos y a 60°C 45 segundos. Por ultimo, un ciclo de 1 minuto a 95 °C, 30
segundos a 55 °C y 30 segundos a 95 °C.

Los cebadores utilizados fueron disefiados y chequeados por el grupo de investigacion.
La especificidad fue evaluada mediante curva de fusién y corrida en gel de agarosa del
resultado de la amplificacion post-gPCR.

El andlisis del resultado se llevé a cabo mediante el método 2°(-AACt), utilizando como
gen control el 28S. A continuacién, se enumeran las secuencias de los cebadores

utilizados.
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GEN SECUENCIA
1. SLPI 5 CTGGATCCTGTTGACACCCC
3’ GGCACTTCTTGAAAGCCTGC
2. Mtor 5 CGCGAACCTCAGGGCAA
3’ ATTCCGGCTCTTTAGGCCAC
3. IL-6 5 ATGAACTCCTTCTCCACAAGC
3 GTTTTCTGCCAGTGCCTCTTTG
4. BIRC2 5 GTTTCAGGTCTGTCACTGGAAG
3’ TGGCATACTACCAGATGACCA
5. Sestrin 2 5 GCGAGATCAACAAGTTGCTGG
3’ ACAGCCAAACACGAAGGAGG
6. IkBa 5 TCGCAGTGGACCTGCAAAAT
3’ TGAGCTGGTAGGGAGAATAGC
7. IL-8 5 ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC
3’ AACCCTCTGCACCCAGTTTTC
8. REG3A 5 CGCTGTCCCAAAGGCTCCAAG
3’ GCACAGACACCAGGTTTCCAGAGG
9. PHD1 5 TGCGGTACTACGGCATCTG
3’ CCTCTGGCTCACTAGCTGC
10. PHD2 5 GAAGGCGAACCTGTACCCC
3’ CATGCACGGCACGATGTACT
11. HIF1A 5 CAGCAACTTGAGGAAGTACC
3’ CAGGGTCAGCACTACTTCG
12.CCR1 5 GACTATGACACGACCACAGAGT
3’ TACCAAGGAGTACAGAGGGGG
13. 28s 5 AAC GAG ATT CCC ACT GTC CC
3’ CTT CAC CGT GCC AGA CTA GAG

Tabla 13: Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion de ADNc de biopsias hepéticas.
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4.2.3. Medicion de los niveles de SLPIy PAP (reg3a) plasmaticos.

Se determinaron los niveles de ambas alarminas mediante las técnicas ya descritas en
seccion 4.1.3y 4.1.4.

4.3. PROTOCOLO ACIDO o-LIPOICO EN PACIENTES
TRASPLANTADOS RENALES

4.3.1. Pacientes

Este protocolo (“Uso del acido a-lipoico en trasplante renal”) fue realizado en el Instituto
de Nefrologia, Nephrology de Buenos Aires y se reclutaron 22 pacientes. De los 22
pacientes reclutados, 8 pertenecieron al grupo control y 14 pacientes correspondieron al
grupo tratado (tratamiento con ALA). En la rama activa (grupo tratado) la administracion
de ALA se realiz6 a través de una infusion de 12 ampollas de 50 mg de ALA (600 mg)
diluido en 100 ml solucion fisiolégica que se pasaron durante 30 minutos, junto con la
infusion de 1 ampolla de vitamina B (Bagdé B1 B6 B12 o Becozym) endovenosa, en el
quiréfano previo al procedimiento quirdrgico del trasplante renal. Ademas, el rifibn a
trasplantar fue perfundido con una soluciéon de Wisconsin conteniendo 600 mg de ALA
(diluidos en 500 ml de solucién fisiolégico) entre 30-60 minutos previo al trasplante. Los
pacientes del grupo control sélo recibieron 1 ampolla de vitamina B (Bagdé B1 B6 B12 o
Becozym) endovenosa previo al procedimiento quirdrgico del trasplante renal.

Los datos demogréficos de los pacientes reclutados en la rama activa y control se

muestran en la Tabla 14.
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Caracteristicas Grupo control | Grupo tratado P<
Edad 54 60 Ns
(29-69) (32-67)
*GC-)' Creatinina 1,05 1,3 Ns
§ (1-3,8) (0,5-5,1)
IMC 31 25 Ns
(25-38) (21-31)
Organo || Tiempo isquemia 15 18 Ns
fria (Horas) (9-24) (14-30)
Edad 54 60 Ns
(26-69) (32-66)
Peso 76 75 Ns
g (70-90) (49-90)
& IMC 26 27 Ns
o (24-31) (24-33)
Tiempo en dialisis 96 48 0.098
(meses) (48-408) (12-140)

Tabla 14: Datos demograficos de los pacientes reclutados de la rama pasiva y la rama activa para el
protocolo “Uso &cido lipoico en trasplante renal”.

Como se observa en la Tabla 14, la Gnica diferencia entre ambos grupos de pacientes

reclutados corresponde al tiempo de didlisis previo, observandose que los pacientes del

grupo tratado presentaban un menor tiempo en didlisis. Esta diferencia observada

corresponde a un hecho fortuito ya que la eleccion de los pacientes para su inclusién en

cada una de las ramas se realiz6 de manera aleatoria y ciega.

Con respecto al tratamiento de induccién, los pacientes recibieron ATG + MMF +

Corticoides.
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5. MODELOS ANIMALES DE DANO POR ISQUEMIA-
REPERFUSION

5.1. Animales

Se utilizaron veinticuatro ratas machos SPRague-Dawley de 8 semanas de vida de 200-
300 gr (Bioterio de Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, y bioterio de Facultad de
Bioquimica, UBA). Los animales se mantuvieron en condiciones estdndar de ciclos de

luz/oscuridad y con un libre acceso al agua y comida.

5.2. Procedimiento quirargico

Los animales se anestesiaron con Equitesan (0,96 % pentobarbital sodico, 4,02 % hidrato
de cloral, 2,12 % sulfato de magnesio, 40 % propilenglicol, 10 % etanol. Dosis = 4ml/kg).
Una vez anestesiados los animales, se realizd una laparotomia para localizar las arterias
y venas renales de ambos rifiones. Luego los vasos fueron bloqueados con pequefias
pinzas vasculares. El tiempo total de isquemia fue de 40 minutos. Luego se retiraron
ambas pinzas permitiendo la reperfusion de sangre a los rifiones. Finalmente se procedio
a la sutura de la pared abdominal y la piel, en dos planos separados. Los animales se
recuperaron de la intervencion en condiciones estandar de luz/oscuridad. Veinticuatro
horas post-isquemia, se volvi6 a anestesiar a los animales y se sacrificaron por
exanguinaciéon. Se obtuvieron muestras de sangre y ambos rifiones fueron extraidos para

su posterior estudio histopatolégico.

5.3. Grupos experimentales

Se dividieron los animales en distintos grupos experimentales; en algunos de los cuales
(ver mas abajo) se les administré 3 dosis de 250 pg/kg de SLPI recombinante humano por
via intraperitoneal 24 horas antes a la isquemia, al momento de la isquemia y 6 horas

posterior a la isquemia. Se evaluaron los siguientes grupos experimentales:
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e Grupo Sham (n = 3): Animales con intervencion quirurgica, pero sin pinzamiento
vascular.

e Grupo Control (n = 6): Animales con isquemia bilateral y administracion i.p. del
buffer utilizado en la dialisis del SLPI, en tres momentos diferentes en relacion a la
isquemia.

e Grupo SLPI (n = 6): Animales con isquemia bilateral y administracion i.p. de 3
dosis de 250 nug/kg de SLPI, en tres momentos diferentes en relacion a la

isquemia.

5.4. Andlisis de ureay creatinina plasmatica

Se determind la concentracion de Urea y Creatinina plasmatica en la sangre pre y
postisquémica. La determinacién de Urea y de Creatinina se realizé por el método de U.V.

Cinética y colorimétrico-cinético, respectivamente (Mindray 300).

5.5. Histopatologia renal

Los organos fueron analizados por un patélogo al cual se le remitieron las muestras sin
especificar el tipo de tratamiento realizado a los animales. Los rifiones utilizados en los
andlisis histopatologicos se fijaron en una solucion al 10% de paraformaldehido y se
embebieron en parafina. Cortes de 4 um de grosor fueron desparafinizados y se tifieron
con hematoxilina-eosina. Las secciones renales fueron examinadas en forma ciega para
determinar el grado de necrosis cortical en células epiteliales tubulares. Las lecturas se
realizan en al menos 10 campos diferentes de 1 um? y la asignacién de la severidad de la
necrosis fue realizada mediante puntuaciones en una escala de 1 (<5%), 2 (5-25%), 3 (26-
50%), 4 (51-75%) y 5 (> 75%).

5.6. Andlisis de RT- gPCR

La determinacion de transcriptos en las muestras de los riflones sometidos a isquemia y
tratamiento se realiz6 a través de ensayos de RT- qPCR. Para lo cual se realiz6 un
homogenato en seco utilizando nitrégeno (N) liquido de fragmentos (30 mg) de rifiones
guardados a -80 °C. Posteriormente se llevo a cabo la purificacion de ARNm utilizando el

kit RNeasy (QUIAGEN), descripto previamente.
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Se cuantificd el ARN midiendo la absorbancia a 260 nm, y se determind la pureza tal
como fuera descripto mas arriba. La retrotranscripcion a ADNc fue realizada a partir de
0,7 ng de ARNm total utilizando el kit “RT2 First strand” (QIAGEN), descripto previamente.
La amplificacion y deteccion de ADNc en la PCR cuantitativa en tiempo real se realizé
utilizando “SYBER-green gPCR SuperMix universal” (Invitrogen, Grand Island, NY). El
programa de ciclado fue de 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C de 15 seg y
por ultimo 60 seg a 60°C. La PCR en tiempo real se realizé con un formato de 96 pocillos
en un equipo de Real-Time-PCR Applied Biosystems 7500.

El andlisis de datos se basé en el método 2*(-AACt) con la normalizacion de los datos en
relacibn a un gen control, en este caso, GAPDH. Los cebadores de cada gen fueron
diseflados por nuestro grupo de investigacion. Los cebadores utilizados fueron los

siguientes:

GEN SECUENCIA 5’ SECUENCIA 3’
rCD68 ACCATGAGGTTCCCTGTGTG GTGGGAGAAACTGTGGCAT
rCD86 GGGAATCCTTTTCTCGGTGT AGCCTGGTTATCCCTATCAAA
rcbl4 ACTCTCAGAATCTACCGAC GACCGCCGCCGTAGAACTCC
CCL2 AGACAGAGGCCAGCCCAGAAA | TTGAGCTTGGTGACAAATACT
CXCL2 CCTCCAGCAAGCTCCCTCCT TTGGTAGGGTCGTCAGGCA

Tabla 15: Secuencia de cebadores utilizados para el modelo de dafio por isquemia reperfusién animal.

6. MODELO ANIMAL DE DANO RENAL POR GENTAMICINA

6.1. Animales

Se utilizaron dieciséis ratas machos SPRague-Dawley de 8 semanas de vida de 200-300
gr (Bioterio de Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, y bioterio de Facultad de
Bioquimica, UBA). Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de ciclos de

luz/oscuridad y con un libre acceso al agua y comida.
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6.2. Protocolo experimental

En este caso los animales fueron divididos en cuatro grupos experimentales:

e Grupo Control (n=4): Animales que recibieron solucion fisioldgica.

e Grupo Gentamicina(n=4): Animales que recibieron 4 dosis de gentamicina i.p.
(60mg/kg).

e Grupo Gentamicina+SLPI(n=4): Los animales recibieron 4 dosis de gentamicina
(60mg/kg) y SLPI i.p. (250ug/kQ).

e Grupo SLPI(n=4): Los animales recibieron 4 dosis de SLPI i.p. (250ug/kg).

Una dosis de tratamiento fue administrada por dia durante 4 dias, al 5to dia se realiz6 la
toma de muestra sanguinea para el analisis de urea y creatinina (descripto en seccion
5.4.).

7. ROL DE SLPI EN PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES

7.1. Obtencion de plasma de pacientes

Se recolectaron muestras de sangre anticoagulada de 73 pacientes trasplantados renales.
De los cuales 30 eran mujeres y 43 hombres. Con una edad promedio de 45,6+15,5 afios.
Dichos pacientes habian concurrido al Instituto de Nefrologia, Nephrology de Buenos
Aires para control de rutina. A su vez se incluyeron en el estudio 16 individuos sanos (7
mujeres y 9 hombres de 42,3+ 7,3 afios) y 25 pacientes en pre trasplante (11 mujeres y
13 hombres de 56,5 + 14,0 afios). De los 73 trasplantados, 55 se encontraban con terapia
inmunosupresora de mantenimiento con inhibidor de calcineurina + micofenolato mofetil
(MMF) + esteroides, y 18 con inhibidor de mTOR + MMF + esteroides.

El plasma se obtuvo por centrifugacion de la sangre, en tanto que los leucocitos se
obtuvieron a través de un gradiente, tal como se describe mas abajo. En el plasma se
determinaron los niveles de SLPI, REG3a y citoquinas segun lo descripto previamente, asi
como también se midieron los metabolitos que se miden de rutina para evaluar la funcion

renal (creatinina, urea).
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7.2. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

A partir de sangre fresca diluida al medio con solucion fisiolégica se llevé a cabo el
protocolo de aislamiento de CMSP. Para esto se colocé la sangre heparinizada diluida
sobre Ficoll-Hypaque (GE, Healthcare) en relacion 4:1; se centrifugé durante 20 min a
2000 rpm, recuperandose posteriormente, el halo de células. La viabilidad celular se
evalué realizando una tincién con azul de tripan.

El cultivo de las células in vitro se llevo a cabo en medio RPMI 10% de suero bovino fetal

decomplementado (SBF, Gibco), glutamina y penicilina/estreptomicina (100ug/ml).

7.3. Ensayos de proliferacién celular

En una placa de cultivo de 96 pocillos de fondo en U se colocaron 1x10° CMSP
resuspendidas en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco), suplementado con 10 % de SBF
(Gibco), L-glutamina (2mM) y penicilina/estreptomicina (100ug/ml).

La proliferacion fue inducida con PHA (4 pl/pocillo) en presencia o ausencia de SLPI,
durante 5 dias, a 37 °C con 5 % CO.. Al 4to dia se colocé timidina tritiada, cosechandose
las células a las 24 hs. Se realiz6 la lectura de la radioactividad con un contador de
centelleo liquido (Wallac 1214 Rackbeta). Los resultados se expresan como indice de
proliferacion (c.p.m basal/c.p.m PHA * 100).

7.4. Aislamiento de monocitos a partir de CMSP

Una vez aislados las CMSP se procedié a realizar una purificacion positiva de monocitos.
Para la cual, las células se incubaron durante 40 min a 4°C con un anticuerpo anti-CD14
(BD Biosciences). Posteriormente fueron lavadas (PBS 2%SBF, Gibco) e incubadas en
una proporcién 1:2 durante 45 min a 4°C con perlas magnéticas (Dynabeads) acopladas a
un anticuerpo anti-fraccion constante. Una vez cumplido el tiempo, se procedio a aislar los
monocitos colocando el tubo en un iman. Luego de sucesivos lavados con PBS 2 % SBF,
las células fueron resuspendidas en medio RPMI 10% SBF. La pureza fue confirmada
realizando un estudio de marcacion por citometria de flujo. En la mayoria de los casos, se

obtuvo una pureza de 97% de células CD14".
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8. CULTIVO DE LINEAS CELULARES

La linea celular utilizada en esta tesis es una linea de células de tubulo proximal de rifidn
humano denominada HK-2. Estas células se mantuvieron in vitro en medio de cultivo
Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) y Medio HAM F12 (F12) en partes iguales con
10% SBF, glutamina y penicilina/estreptomicina (100ug/ml). EI medio de mantenimiento

fue el mismo que el utilizado en los experimentos con dicha linea.

8.1. Ensayo de apoptosis celular

Para estos experimentos, 60.000 células HK-2 fueron sembradas en placas de 12 pocillos
y se dejaron adherir por 18h. Luego se sincronizaron cambiando el medio a medio sin
suero durante 24 horas. Finalmente se agregd el medio completo y los diferentes
tratamientos por otras 24 horas. Las células fueron desadheridas con tripsina (Gibco) y, la
actividad enzimatica se detuvo agregando SBF. La medicién de la apoptosis/necrosis se
realiz6 marcando las células con un kit de Anexina-yoduro de propidio (BD Pharmigen) y

la adquisicion se realiz6 utilizando un citbmetro de flujo FACSCalibur.

8.2. Ensayo de MTT

Las células se sembraron en pocillos de placas de 96 con medio DMEM:F12 10% SBF y
se dejaron adherir una noche. Al dia siguiente se las sincronizé con medio sin suero por
24 h. Luego se agregaron los tratamientos por 24h. Se retiré el sobrenadante y se agregé
una solucion de PBS con 500ug/ml de bromuro de 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-
difeniltetrazolio, durante 4h a 37°C. Posteriormente se retird el sobrenadante y se agreg6
dimetilsulféxido para la disolucién del precipitado. La absorbancia fue leida a 570nm en

lector de placas.

8.3.  Microarreglo de muerte celular

Se sembraron 500.000 células HK-2 en placas de 25cm? y se dejaron adherir por 18h a
37°C. Luego se sincronizaron cambiando el medio DMEM:F12 10% SBF a medio sin
suero durante 24h. Finalmente se agreg6 el medio completo y los diferentes tratamientos.

Los grupos experimentales fueron: células sin tratamiento en medio completo; células con
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FK506 10uM; células con FK506 10uM + SLPI 0,4ug/ml. Las células fueron incubadas
durante 24hs a 37°C. Al finalizar el tiempo de incubacién, se obtuvo el sobrenadante y se
lavaron las células con solucién fisiolégica. Ademas, se recuperaron las células del
sobrenadante, a las que se les agregd las células adheridas a la placa y que fueron
despegadas con tripsina. Una vez cortada la actividad de la tripsina con suero, las células
fueron centrifugadas 10min a 1000rpm. Luego de realizar varios lavados, las células
fueron contadas colocandose la misma cantidad de células por tratamiento y dejando el
pellet sin sobrenadante a -70°C. Luego se procedid a la extraccion de ARN por columnas
de QIAGEN, mencionadas previamente. Una vez realizada la extraccion se midio la
concentracion del RNA por Nanodrop y se utilizd 0,5 png de ARN para pasar a ADNc.
Posteriormente se realizd la retrotranscripcion con el kit “RT2 First Strand” (QIAGEN).
Finalmente, se utilizé el microarreglo “Human Stress & Toxicity Pathway Finder PCR
Array” (QIAGEN), similar al utilizado previamente en los pacientes con DGF. El kit permite
el estudio de una serie de genes vinculados a procesos de hipoxia, estrés oxidativo,
estrés osmotico, muerte celular, respuesta inflamatoria, sefiales de dafio del ADN y
proteinas de estrés térmico ademas de poseer controles internos como control de ADN

gendmico, controles positivos y negativos.

Lista de genes gue se estudian con el kit “Human Stress & Toxicity Pathway Finder
PCR Array”:

Estrés Oxidativo: FTH1, GCLC, GCLM, GSR, GSTP1, HMOX1, NQO1, PRDX1, SQSTM1,
TXN, TXNRD1.

Hipoxia: ADM, ARNT, BNIP3L, CA9, EPO, HMOX1, LDHA, MMP9 (Gelatinase B),
SERPINEL1 (PAI-1), SLC2A1, VEGFA.

Estrés Osmoético: AKR1B1, AQP1, AQP2, AQP4, CFTR, EDN1, HSPA4L, NFATS5,
SLC5AS.

Muerte celular:

Apoptosis: CASP1 (ICE), FAS, MCL1, TNFRSF10A, TNFRSF10B (DR5), TNFRSF1A.
Autofagia: ATG5, ATG7, ATG12, BECN1, FAS, ULK1.

Necrosis: FAS (TNFRSF6), GRB2, PARP1 (ADPRT1), PVR, RIPK1l, TNFRSF10A,
TNFRSF1A, TXNL4B.

Respuesta Inflamatoria: CCL2 (MCP-1), CD40LG (TNFSF5), CRP, IFNG, IL1A, IL1B, IL6,
IL8, TLR4, TNF.
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Sefal de dafio del ADN:

Punto de control del ciclo celular: CDKN1A (p21CIP1/WAF1), CHEK1, CHEK2 (RAD53),
DDIT3 (GADD153/CHOP), HUS1, MRE11A, NBN (NBS1), RAD17, RADY9A.

Otras respuestas: ATM, ATR, DDB2, GADD45A, GADD45G, RAD51, TP53, XPC.
Proteinas de estrés térmico /respuesta a proteinas mal plegadas: ATF4, ATF6, ATF6B,
BBC3, BID, CALR, DDIT3, DNAJC3, HSP90AA1l, HSP90B1 (TRA1), HSPA4 (HSP70),
HSPA5 (GRP78).

9. PRODUCCION DE SLPI RECOMBINANTE HUMANO

9.1. Expresion de SLPI

Para la produccién de SLPI se utilizaron E. Coli BL21-Codon Plus-RIL (Stratagene)
almacenadas a -70°C, transformadas con un plasmido que contiene el gen de SLPI bajo
un promotor inducible por IPTG, generadas en nuestro laboratorio 2°. Se obtuvo un
precultivo inoculando 7,5 ml de medio LB (Luria Broth) estéril con ampicilina (100 pg/ml) y
cloranfenicol (50 pug/ml) a 37°C, durante toda la noche en agitacién. Al dia siguiente se
agregaron a 500 ml de LB con ampicilina (100 pg/ml) y cloranfenicol (50 pg/ml) 5 ml del
precultivo anterior, dejando crecer las bacterias en agitacion constante a 37°C hasta
alcanzar una densidad 6ptica de 0,6 medida a 600 nm. Una vez alcanzado este valor, se
indujo la expresién de SLPI mediante el agregado IPTG (isopropiltiogalactdsido) a una
concentracion final de 1 mM. La induccion se mantuvo durante 3 horas a una temperatura
de 28°C con agitacion constante. Luego, el cultivo se centrifugé a 7.000 rpm durante 7

minutos y el pellet fue fraccionado y almacenado a —20°C para su posterior purificacion.

9.2. Purificacion de SLPI

Se llevo a cabo la resuspension de cada pellet en 2 ml de buffer de lisis (W10: NaH2PO4
50 mM, NaCl 1M, Imidazol 10 mM; pH 8) llevandolo todo a un mismo tubo y se agrego
lisozima hasta llegar a una concentracion final de 1mg/ml, dejandola actuar 30min.
Posteriormente las bacterias fueron lisadas por ultrasonido con 7 pulsos de 60 Watts de 1
minuto en un sonicador. Todo el procedimiento se realiza en hielo para evitar la

protedlisis. Luego el lisado se centrifugd a 10.000 rpm durante 30 minutos a una
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temperatura de 4°C, para obtener el sobrenadante rico en SLPI. A 1000 pl de resina de
Niquel-acido nitrilotriacetico (Ni-NTA), previamente equilibrada con buffer de lisis se le
agrego la fraccion soluble y se dej6 a 4°C 1h. Durante este tiempo se produce la unién de
la cola de 6 histidinas del SLPI al Ni*? unido a la resina. Luego de la incubacion se realizé
una centrifugacion descartando lo no retenido.

Soluciones con distintas concentraciones de Imidazol fueron utilizadas de forma creciente
debido a que el Imidazol compite con el SLPI por la union a la resina y lo desplaza. En
primer lugar, se realiza un lavado de 15 ml con W20 (NaH2PO450 mM, NaCl 1M, Imidazol
20 mM; pH 8), otro con 15 ml de W40 (NaH2PO. 50 mM, NaCl 1M, Imidazol 40 mM; pH 8),
otro lavado con 6 ml de W60 (a diferencia de las demas es 1/40 W250 en etanol 75%) y
dos lavados con 2 ml de W75 (NaH:PO, 50 mM, NaCl 1M, Imidazol 75 mM; pH 8), por
ultimo, se hicieron 6 lavados de 2 ml con W250 (NaH2PO4 50 mM, NaCl 1M, Imidazol 250
mM; pH 8). De cada sobrenadante obtenido se guardd 1 ml. Los sobrenadantes obtenidos

del W250, son los que contenian SLPI y fueron almacenados a 4°C

9.3. Deteccidon del SLPI mediante SDS-PAGE.

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida (18%) en condiciones
desnaturalizantes para las muestras obtenidas en la purificacion del SLPI. Cada una de
las muestras correspondientes a los diferentes pasos de la expresion y purificacion fueron
tratadas con buffer de siembra (0,5% SDS, 1,5% glicerol) y B-mercaptoetanol. Las
proteinas se desnaturalizaron por calor (95°C, 5 minutos). La corrida se realiz6 a 100 V
durante 50 minutos aproximadamente y luego el gel fue tefiido con Coomasie-blue
durante 30 minutos. Sucesivos lavados con una solucion al 7% de acido acético permitié
visualizar las bandas en las calles sembradas.

El SLPI asi obtenido se encontraba en una solucion 250 mM de Imidazol. Con el objeto de
disminuir la concentracién de Imidazol, las muestras se dializaron en un buffer fosfato

conteniendo 2,5 mM de Imidazol (ver méas abajo).

9.4. Dialisis del SLPIy elusion por polimixina b

Se utilizé una membrana de dialisis con un tamafio de poro de 10 kDa a la que se le
realizd sucesivos lavados con agua para su activacion. Las elusiones del SLPI en W250

(12 ml) se juntaron y pusieron dentro de la membrana. Las elusiones fueron dializadas
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durante 16 hs a 4°C en una solucion 50 mM NaH>PO,4, 300 mM NaCl, pH 7,6 para obtener
al final de la dialisis al SLPI en buffer 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl y 2,5 mM Imidazol a
un pH de 7,6.

Luego la muestra con SLPI se pasé por una columna de polimixina B - Agarosa (Sigma,
St. Louis, MO, USA) para eliminar restos de LPS. Los niveles de LPS fueron evaluados
usando el test de Limulus (Pyrotell — Associates of Cape Cod, Falmouth, MA, USA).

9.5. Cuantificacién de la concentracion de proteina

Se construyd una curva de calibracién con diluciones seriadas de BSA (0-1000 pg/ml) en
buffer de didlisis. En microplacas de 96 pozos (fondo plano) se colocd 25 ul de las
diluciones de BSA vy las distintas diluciones de SLPI. Luego se agregaron 25 pl de la
solucién obtenida con 50 partes del reactivo A, 48 partes de B y 2 partes de C del Kit de
MicroBCA (Pierce, USA). La placa se incub6 durante 1hs a 37° C y posteriormente se leyé
a 550 nm en el lector de microplacas de ELISA. Se graficd una curva de concentracion en
funcién de la densidad 6ptica. Finalmente, se obtuvo el valor de la concentracion de
proteinas calculando con la pendiente y la ordenada al origen de la curva como
[Proteina]= (DO550 mm de Proteina-Bcotordenada)/pendiente. Como producto final de
las distintas purificaciones realizadas se obtuvieron soluciones proteicas en
concentraciones que variaron entre 90 y 350 ug/ml diluidas en buffer 50 mM NaH:POsa,
300 mM NacCl, 2,5 mM Imidazol a un pH de 7,6. Posteriormente se realizaron los ensayos
de Western Blot y sandwich ELISA para determinar la presencia del SLPI, en la solucién
proteica obtenida. Ademas, el SLPI generado fue evaluado en su capacidad para inhibir la

accion de la tripsina en los ensayos de actividad inhibitoria.

9.6. Actividad antiserinproteasa

Para determinar la actividad inhibitoria de serin proteasas del SLPI, se realizdé un ensayo
de inhibicién de Tripsina. Para lo cual se utilizé el sustrato cromogénico Nsuccinil-Ala—
Ala—Pro—Phe-p-nitroanilida (Sigma, Ma), que al ser clivado por la tripsina genera un
producto de color amarillo, el p-nitroanilida. La proteina recombinante obtenida en la
purificacion se incub6 a diferentes concentraciones (1/2, 1/5, 1/10, 1/50) con tripsina (0,02

— 0,05 %) 5 minutos a 37°C. Finalmente se agreg6 40 ul de una solucién que contiene el
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sustrato cromogénico diluido 1 en 80 en buffer Tris (50 mM) pH 7,4. La absorbancia se
midi6 a 405 nm cada 2 minutos durante 20 minutos.

Todo el SLPI recombinante humano utilizado en el transcurso de esta tesis fue chequeado
en su pureza y actividad inhibitoria de serin proteasas, asi como también en su actividad
bioldgica, la cual fue evaluada realizando ensayos de proliferacion leucocitaria descriptos
en la seccion 9.ii de materiales y métodos.

10. ANALISIS ESTADISTICO

En cada gréfico se indica especificamente el test estadistico utilizado considerandose
como significativo un valor de p < 0,05 (*); p = 0,01 (**) y p < 0,001 (***). Toda la
estadistica se analiz6 utilizando el programa “GraphPad Prism”. Cuando se quiso analizar
correlaciones se utilizaron la prueba del coeficiente de correlacion de Spearman para
datos no paramétricos y de Pearson para datos paramétricos. Se realizé ANOVA de una
via seguido con pos hoc Dunnett para comparaciones mdultiples y Prueba de Kruskal-
Walllis con test post hoc Dunn para datos no paramétricos. Cuando se analizaron datos
paramétricos y no pareados se utilizé la Prueba de t y la Prueba de Mann Whitney para el
caso de no paramétricos. Los gréaficos fueron generados por GraphPad Prism (GraphPad,
Inc., La Jolla, CA).
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Resultados

1. EVALUACION DE MEDIADORES INFLAMATORIOS EN EL
RETRASO EN LA FUNCION DEL INJERTO

1.1. Niveles diferenciales de ARNm en biopsias renales de pacientes
trasplantados con y sin DGF

Como fue dicho en la introduccion el DGF es un fenémeno de gran implicancia clinica que
se observa en los pacientes trasplantados renales con repercusiones a corto y largo plazo
en la sobrevida del injerto. Al respecto se han estudiado diferentes facetas del fendmeno,
siendo uno de los aspectos mas destacados su vinculacion con el TIF?°7, Dada la gran
incidencia de DGF en nuestro pais, uno de nuestros objetivos iniciales fue estudiar la
presencia de marcadores génicos diferenciales en las biopsias renales entre aquellos
pacientes que desarrollaban DGF vs los que no desarrollaban DGF. La estrategia utilizada
para este estudio fue realizar inicialmente un microarreglo de mediadores inflamatorios en
biopsias de protocolo en 16 pacientes trasplantados renales con criterio expandido, 8 de
los cuales habian sufrido DGF. Las biopsias se realizaron al 7mo dia posterior al
trasplante. Se llevé a cabo la extraccion de ARN, su retrotranscripcion a ADNc, y por
ultimo se realizaron los microarreglos (RT- gPCR) para determinar los niveles de
expresion de mediadores de la respuesta inmune, tal como se describié en la seccién
“materiales y métodos”.

Mediante la utilizacién de un programa sugerido por la empresa (QIAGEN, Hilden, DE) se
realiz6 un gréfico de dispersion de expresion relativa de transcriptos que se muestra en la
Figura 7A. En esta Figura se grafican los valores de expresion relativa de pacientes con
DGF (grupo 1) sobre la ordenada y en la abscisa se representan los valores de expresion
relativa de pacientes sin DGF (grupo 2). Cada simbolo representa un gen y aquellos que
se encuentran por fuera de los limites representan un aumento o disminucion de los
niveles de transcripto en los pacientes con DGF con respecto a los pacientes sin DGF. De
un total de 84 genes analizados, 58 mostraron un aumento de la expresion mientras que
solo uno se encontrd disminuido en las biopsias provenientes de pacientes con DGF
(Figura 7A).
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Figura 7: Expresion de ARNm en biopsias renales de pacientes trasplantados renales con criterio
expandido. Se analizaron 16 muestras de ARNm de pacientes con trasplante renal. Después de la
normalizacién con los genes control se obtuvo un indice para cada gen evaluado y se compararon entre los
grupos con DGF y sin DGF. A) Grafico de dispersion de expresion relativa de transcriptos. Cada simbolo
representa un gen. Aquellos por fuera de los limites representan el doble de aumento o disminucion de la
expresion en los pacientes con DGF vs sin DGF. B) Mediadores que mostraron mayor variacion en el indice
de cambio.

De todos los genes analizados, los que mostraron un mayor indice de cambio fueron: IL-
1R1, IL-10, IFNAL, IL-1F7 y HMOX-1(Figura 7B). Por el contrario, solo la expresiéon de
TGF-B se vio disminuida en los pacientes con DGF (Figura 7B). Con el fin de confirmar los
resultados obtenidos en el microarreglo llevado a cabo con tan so6lo 16 pacientes, se
prosiguio a realizar RT- gPCR para los genes que mostraron mayor diferencia en sus
niveles de transcripto, en un mayor nimero de pacientes. Para esto se utilizaron 34
nuevas bhiopsias provenientes de 11 de pacientes sin DGF y 23 de pacientes con DGF.
Aunque no fue posible detectar algunos de los genes detectados con el microarreglo, en
todas las biopsias analizadas los resultados obtenidos confirmaron que los niveles de
transcripto de IL-1R1 (Figura 8A), IFNAL (Figura 8B) y HMOX-1 (Figura 8C) era mayor en
las biopsias de pacientes que habian sufrido DGF. También se pudo confirmar que la
expresion de TGF-B (Figura 8D) se encontraba disminuida en los pacientes con DGF en
comparacion con los pacientes que no sufrieron DGF. Sin embargo, no se encontrd una
diferencia significativa en la expresion de IL-10 (Figura 8E) ni IL-1F7 (Figura 8F) entre

ambos grupos de pacientes.
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Figura 8: Niveles de transcripto de mediadores inflamatorios en biopsias de pacientes trasplantados
renales con criterio expandido. Se analizaron 34 muestras de ARN de biopsias renales de 11 pacientes que
no sufrieron DGF y 23 pacientes con DGF. La expresion relativa de todos los genes se calcula como 24[(Ct
gen de referencia) - (Ct gen target)].*P < 0,05, **P< 0,01 y ***P < 0,001 Prueba de Mann Whitney.

1.2. Factores de riesgo asociados a los niveles de transcripto.

Con el fin de determinar si las diferencias observadas en los niveles de transcriptos en las
biopsias podrian estar relacionadas con caracteristicas especificas de los donantes, del
proceso de procuracion (como ser el TIF) o con caracteristicas de los receptores del
trasplante, se analizé la existencia de correlaciones de dichas caracteristicas con los

niveles de ARNm. La evaluacion de las correlaciones se llevé a cabo Ginicamente con los
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genes que mostraron niveles diferenciales de transcriptos entre los grupos de pacientes
con DFG y sin DGF. Las caracteristicas estudiadas de los donantes fueron la edad, los
niveles séricos de creatinina pre-ablacion y el indice de masa corporal (IMC). El analisis
de los resultados mostré una correlacion negativa de los niveles de TGF-f3 con la edad del
donante (Figura 9A) y los niveles de creatinina pre-ablacion (Figura 9B). No se observo
correlacion alguna entre el IMC y los genes analizados (dato no mostrado).

Al analizar el TIF como parametro vinculado al proceso de procuracion, no se pudo
observar asociacion alguna entre los genes estudiados y dicho paradmetro (dato no
mostrado). Este resultado fue inesperado debido a los antecedentes existentes en la
literatura que vinculan al DGF con el TIF 3.

Luego se analizaron las caracteristicas del receptor, tales como la edad, el IMC y el
tiempo en didlisis. En este caso pudimos determinar que la expresion de TGF-f tenia una
correlacion negativa con la edad del receptor (Figura 9C). Por otra parte, encontramos
una correlacién positiva entre IFNA1 y el IMC del receptor (Figura 9D), pero no se
observaron correlaciones entre los genes y el tiempo en dialisis del receptor (dato no

mostrado).
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Figura 9: Correlacion entre la expresién relativa de ARNm y factores de riesgo del donante y el
receptor. Se calcula el coeficiente de correlacion de Spearman (dos colas). En la figura se muestran: (A)
TGF- B versus edad del donante. (B) TGF-f versus los niveles de creatinina pre-ablacion. (C) TGF- 3 versus
la edad del receptor. (D) IFNA-1 versus el indice de masa corporal del receptor.

1.3. Caracteristicas clinicas de pacientes con y sin DGF asociadas a los

niveles de transcripto.

Por dltimo, se quiso estudiar la presencia de asociaciones entre los mediadores
inflamatorios con marcadores tempranos (primeros dos dias) de funcion renal post-
trasplante. Se pudo observar que IFNA-1 se correlaciond de manera directa con el indice
restrictivo renal medido por Ultrasonografia Doppler y mostr6 una tendencia de
correlacion indirecta con la diuresis (Figura 10A y 10B). En el caso de HMOX-1, se
observé una correlacion positiva con la glucemia (Figura 10C). Finalmente, para TGF-$3

encontramos una correlacion positiva con la diuresis (Figura 10D), mientras que se
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observé una correlacion negativa con la glucemia (Figura 10E) y el indice restrictivo renal

medido por Ultrasonografia Doppler (Figura 10F).
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Figura 10: Correlacion entre la expresion relativa de ARNm y parametros de funcionamiento renal. Se
calcula el coeficiente de correlacion por rangos de Spearman (dos colas). En la figura se muestran: (A) IFNA-
1 versus Eco Doppler al dia 1 post trasplante. (B) IFNA-1 versus Diuresis al dia 1. (C) HOMX-1 versus
glucemia al dia 2. (D) TGF- B versus diuresis al dia 2. (E) TGF- B versus glucemia al dia 1. (F) TGF- B versus

Eco Doppler al dia 1.

Es importante destacar que como era esperado y ha sido descripto, existieron diferencias

significativas en los parametros clinicos a largo plazo (supervivencia de los pacientes y la

funcion del injerto) entre los pacientes que presentaron DGF y los que no sufrieron DGF.

El andlisis a tres afios post-trasplante mostré que el 91% de los pacientes del grupo sin
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DGF estaban vivos y con buena funcién renal. En cambio, en el grupo de pacientes que
sufrieron DGF, tan sélo el 74 % de los pacientes estaban vivos con funcién renal normal.
Estos resultados, en conjunto, nos muestran que es posible detectar a tiempos tempranos
determinados mediadores que parecen estar vinculados al posterior funcionamiento del

organo.

2. EL SLPI COMO BIOMARCADOR EN EL LiQUIDO DE
PERFUSION

Los marcadores génicos evaluados en la seccion anterior, fueron examinados en biopsias
renales obtenidas al 7mo dia post-trasplante. Considerando que el DGF es un fenébmeno
que tiene lugar en la primer semana post-trasplante y que existen pardmetros derivados
del donante (edad y creatinina pre-ablacion) que estan vinculados a la aparicion del DGF,
hipotetizamos que, ademas de los datos demograficos y clinicos ya mencionados, podrian
existir marcadores inflamatorios del érgano a injertar, previo al trasplante, que pudieran
predecir la aparicion de DGF. Para evaluar esta hipétesis nos encontramos frente a la
disyuntiva sobre el tipo de muestra a utilizar. Entre las opciones barajadas consideramos
medir parametros en el plasma del donante, biopsias del 6rgano a trasplantar previo a la
cirugia o en el liquido de perfusién proveniente del 6rgano a trasplantar. De todas ellas
optamos por el liquido de perfusién del érgano ya que ofrecia ventajas metodolégicas y
practicas. El siguiente problema con el que nos enfrentamos fue saber cudl era el mejor
metabolito a analizar en el liquido de perfusion y que reflejara el estado del riidn. En este
sentido, nosotros conociamos que el SLPI era un factor de alarma producido por las
células epiteliales frente a sefales de dafio. Por lo tanto, decidimos examinar los niveles
de SLPI en el liquido de perfusion como posible indicador predictivo del funcionamiento
renal post-trasplante.

Para llevar a cabo estas mediciones, se obtuvo el liquido de perfusion que habitualmente
se utiliza para lavar los rifiones, previo al trasplante. En detalle, el procedimiento de
recoleccién del liquido de perfusion consiste en perfundir a los érganos que se encuentran
en frio, con un volumen de 500 ml de soluciéon de preservacion. De estos 500 ml, se
conservaron los 50 ml iniciales (SLPI-A) y los 50 ml finales (SLPI-B). El liquido fue
congelado, hasta la medicion de los niveles del mediador SLPI en el laboratorio,

realizando un ensayo de sandwich ELISA.
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Los resultados mostraron que no hubo diferencias significativas en los valores de SLPI
entre 6rganos provenientes de donantes mujeres y hombres (dato no mostrado). Sin
embargo, se pudo observar una correlacion directa entre el nivel de SLPI y la edad del
donante, siendo estadisticamente significativa cuando se usa SLPI-B (Figura 11B). Lo
mismo se pudo contemplar con el indice de KDPI (indice generado con parametros
demograficos del donante y utilizado con el fin de determinar la calidad de los rifiones) y
los valores de SLPI-B (Figura 11D). Asi mismo, se observo una tendencia de correlacién
directa entre el IMC del donante y SLPI-B (Figura 11F). Por otro lado, no se vio relacion
entre SLPI-A 'y SLPI-B con el TIF ni con la creatinina pre-ablacion (Tabla 16).
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Figura 11: Correlacion entre los niveles de SLPI en el liquido de perfusion con parametros
demograficos y clinicos del donante. Se evaluaron, mediante un ELISA séndwich, los niveles de SLPI en
liquido de perfusion de 34 rifiones que posteriormente fueron trasplantados. Coeficiente de correlacion de
Pearson para variables paramétricas y de Spearman para datos no paramétricos (dos colas).
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SLPI-A SLPI-B
Creatinina r= 0,009 0,254
pre- ablacion p= 0,959 0,154
TIF (h) r= 0,055 0,089
p= 0,760 0,620

Tabla 16: Correlacion entre el TIF (Tiempo de isquemia fria) y valores de creatinina pre-ablacion (mg
%) con los niveles de SLPI (ng/ml) en liquido de perfusion. Se evaluaron, mediante un ELISA sandwich,
los niveles de SLPI en liquido de perfusién de 34 rifiones que posteriormente fueron trasplantados.
Coeficiente de correlacion de Spearman (dos colas).

Luego, se quiso evaluar la capacidad que tenia la determinacion del SLPI en el liquido de
perfusion de predecir la aparicion de DGF. Para lo cual, de manera retrospectiva, se
agruparon a los pacientes segun la aparicion o no de DGF, y se compararon los niveles
de SLPI encontrados en el liquido de perfusion previo al trasplante. De esta manera se
pudo observar que aquellos pacientes que presentaron DGF tuvieron valores
significativamente mayores de SLPI en los ultimos 50 ml (SLPI-B) de liquido de perfusién
(Figura 12).
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Figura 12: Niveles de SLPI en liquido de perfusion en pacientes que presentaron o no DGF. Se dividi6 el
total de pacientes trasplantados en aquellos que sufrieron DGF y aquellos que no. A su vez se evaluaron los
niveles de SLPI en el liquido de perfusion de los 6rganos que fueron trasplantados. Prueba de t para datos no
pareados. **P < 0.01.

Al evaluar los resultados a largo plazo, observamos que los pacientes que sufrieron

episodios de rechazo en los primeros 6 meses post-trasplante tuvieron niveles mayores
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de SLPI-A y SLPI-B en comparacion con aquellos que no lo habian sufrido (Figura 13). Es
importante sefialar, que para este andlisis s6lo se muestran los datos de aquellos
pacientes que han cumplido los 6 meses post-trasplante. Por lo tanto, estos datos seran
confirmados una vez que todos los pacientes hayan cumplido los 6 meses post-trasplante.
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Figura 13: Niveles de SLPI en el liquido de perfusién en pacientes que desarrollaron episodios de
rechazo en los primeros 6 meses post-trasplante. Se dividié la poblacion a los 6 meses post-trasplante en
pacientes que habian sufrido rechazos y los que no, y se analizaron los niveles de SLPI detectados en el
liquido de perfusion del érgano que recibieron. Prueba de Mann Whitney. ***P < 0.001; *P < 0.05

Estos resultados sugieren que la medicion de SLPI en el liquido de perfusion seria un
buen marcador predictivo del desarrollo de DGF y de la evolucién del injerto, al menos

para el corto plazo.

3. PROTOCOLOS CLINICOS PARA LA PREVENCION DEL
DANO POR ISQUEMIA-REPERFUSION.

Como mencionamaos previamente, los pacientes trasplantados pueden sufrir un retraso en
el funcionamiento del 6rgano, siendo esta una de las complicaciones mas frecuentes en el
post-trasplante. Teniendo en cuenta que esta falta de funcionalidad estd directamente
relacionada con el proceso de dafio por isquemia reperfusion y siendo los ERO uno de los
principales factores involucrados en la produccién del dafio, evaluamos la administracion
de un anti-oxidante (acido alfa-lipoico, ALA) como una manera de reducir el efecto
deletéreo de los mismos sobre el 6rgano y en ultima instancia en el resultado a corto

plazo del trasplante. Para esta parte del proyecto, se implementaron tres protocolos
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clinicos aprobados por el comité de ética de La Fundacién Favaloro y del Hospital Italiano.
En el primer protocolo exploratorio, se estudio el efecto del ALA en pacientes que fueron
sometidos a trasplantes renopancreéticos. El 2do y 3er protocolo se evaluo el efecto de
ALA en trasplantes hepaticos y renales, respectivamente.

3.1. USO DEL ALA EN PACIENTES TRASPLANTADOS
RENOPANCREATICOS

En un principio se llevé a cabo un ensayo clinico exploratorio que involucré pacientes
trasplantados renopancreaticos. Es importante mencionar que, en principio, se eligié a
este grupo de pacientes para evaluar la seguridad del tratamiento debido a que el ALA
esta indicado en la neuropatia diabética y todos los pacientes trasplantados
renopancreaticos incluidos en el estudio presentaban esta patologia. Por lo tanto, la
administracién de ALA en estos pacientes estaba plenamente justificada.

Para este estudio se consideraron tres grupos: i) grupo control (C): fueron aquellos
pacientes (n = 11) que no recibieron ALA previo o durante el procedimiento quirargico; ii)
grupo de receptores tratados (grupo R): fueron aquellos pacientes (n = 8) a los que se les
administrd6 ALA una hora previa a la cirugia (la administracion se realizé en la misma sala
de cirugia); iii) grupo de receptores y donantes tratados (grupo DR): en este caso, se
administr6 ALA a los receptores de la misma manera que en el grupo anterior, pero
ademas recibieron un érgano proveniente de un donante cadavérico que habia sido
perfundido con ALA, 30 minutos previo al acto de ablacién (n=7). De todos estos grupos,
se obtuvieron plasma en diferentes momentos del acto quirdrgico para hacer las
determinaciones bioquimicas, asi como también se obtuvieron biopsias del grupo control y
del grupo DR inmediatamente posterior a la reperfusién. Para evitar la injuria de los
rifones, consideramos innecesario realizar biopsias en el grupo R, ya que era poco
probable que se produjeran cambios en los niveles de transcripto entre el grupo control y
el grupo R, teniendo en cuenta que las biopsias se tomaron inmediatamente luego del

despinzamiento arterial.
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3.1.1. Expresion de mediadores inflamatorios en biopsias de pacientes

trasplantados.

Se realiz6 RT- gPCR para determinar la expresion de ARNm de mediadores inflamatorios
involucrados en el dafio por isquemia-reperfusion en las biopsias renales y pancreéaticas
del grupo C y DR. Particularmente se analizo los niveles de transcripto de C3, TNF-a,
TGF-B, HMOX-1. En la Figura 14 se puede observar que las biopsias renales de los
pacientes del grupo DR mostraron niveles menores de C3 y TNF-a y niveles mayores de
TGF-B comparadas con las del grupo control. Por otra parte, la expresion de HMOX-1 no
mostro diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0,669).

Al analizar la expresidn en pancreas, se pudo observar una alta expresiéon tanto de C3 (p=
0,0018) como de HMOX-1 (p<0,0001). A diferencia de lo observado en el tejido renal,
donde se veian diferencias significativas en la expresion relativa de TNF-a y TGF-B entre
ambos grupos de pacientes, en las biopsias pancreaticas no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los mediadores mencionados (Figura 14).
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Figura 14: Expresién relativa en biopsias renales y pancreaticas de pacientes trasplantados
renopancreaticos tratados con ALA. Se muestran el cambio de expresion (2*(- AACt)) en las biopsias del
grupo de pacientes DR vs las biopsias controles. Los datos se representan como la media £+ SD*p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001.

3.1.2. Expresion de mediadores inflamatorios en plasma de pacientes

trasplantados tratados o no con ALA.
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A continuacion, se midieron los niveles plasmaticos de las citoquinas IL-12p70, TNF-a, IL-
8, IL-6 e IL-10 en el pre-trasplante y 12 h post-trasplante. En la Figura 15 se observa que
luego de la cirugia, los pacientes que no fueron tratados con ALA (grupo control)
presentaban niveles plasmaticos significativamente mayores de IL-8 (p<0,05), IL-6
(p<0,001) e IL-10 (p< 0,0001) con respecto a los valores presentes en la muestra pre-
trasplante. En cambio, 12 horas posteriores a la cirugia, el grupo de pacientes tratados
con ALA y que recibieron un 6rgano proveniente de un donante perfundido con ALA
(grupo DR), presentaron niveles plasméaticos de IL-8 e IL-6 similares a los detectados en
el pre-trasplante y, ademas, significativamente menores que los niveles detectados en el
grupo control. Este efecto del ALA, sobre los niveles de IL-8, no se pudo observar en los
pacientes del grupo R. En este mismo grupo de pacientes, los niveles de IL-10 e IL-6
mostraron una tendencia a ser menores a los del grupo control, pero estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (Figura 15). Con respecto a las citoquinas I1L-12p70
y TNF-a, sus niveles plasméticos estuvieron por debajo del umbral de deteccion del

ensayo utilizado.
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Figura 15: Niveles plasmaticos de citoquinas en pacientes trasplantados renopancreaticos medidos en
muestras obtenidas en el pre-trasplante (Pre-Tx) y 12 h post-trasplante. Los pacientes del grupo DR,
fueron tratados con ALA y recibieron un érgano proveniente de un donante cadavérico perfundido con ALA;
en tanto los pacientes del grupo R, fueron tratados con ALA 1 hora previa al trasplante. Se representan los
datos como la media + SD. *p<0,05. ANOVA pos hoc Dunnett para comparaciones multiples.
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El acto quirdrgico representa un proceso traumatico, provocando un aumento en las
proteinas de fase aguda. Entre las proteinas de fase aguda, y para el caso de los
trasplantes renopancreaticos, se destaca una proteina denominada Reg3/PAP, cuya
expresion aumenta mas de 200 veces durante la pancreatitis?®. Por esta razon,
decidimos determinar los niveles plasméaticos de esta proteina secretoria en el plasma de
los pacientes tratados con ALA. En todos los grupos, el nivel plasmético de PAP medido
al final de la cirugia (tiempo 0 h post-trasplante) se encontré aumentado en relacién a los
niveles encontrados en el pre-trasplante (Figura 16A). Sin embargo, a las 12 horas del
trasplante, los niveles plasméaticos de PAP fueron significativamente menores,
comparados con los niveles de las 0 horas, Unicamente para los pacientes del grupo DR
(p=0,039; Figura 16A), lo cual sugiere un menor grado de agresién en los pacientes
tratados con ALA y que recibieron un 6rgano proveniente de un donante cadavérico
perfundido con dicha droga.

Otra de las proteinas analizadas en el plasma de los pacientes trasplantados fue la
alarmina SLPI. En la Figura 16B se puede observar un patrén de expresion similar al de
PAP; es decir, Unicamente los pacientes del grupo DR presentaron niveles de SLPI
significativamente menores, a las 12 horas de la cirugia, comparado con los niveles
hallados a las 0 horas (Figura 16B). Ademas, se pudo establecer una correlacion directa
entre los valores plasmaticos de SLPI y PAP (Figura 16C), sugiriendo que ambas
proteinas, al ser proteinas de fase aguda, estarian indicando el grado de dafio o insulto

del organismo durante el trasplante.
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Figura 16: Niveles plasmaticos de PAP y SLPI en pacientes trasplantados renopancreaticos en el pre-
trasplante, inmediatamente luego al acto quirargico (tiempo 0 h post-Tx) y 12 horas posterior al
trasplante en el grupo C, Ry DR. Los datos se representan como la media £ SD en (A) y (B). *p<0,05.
Prueba de t pareada en comparacion con el tiempo 0 h post-trasplante. (C) Correlacion entre PAP y SLPI
plasmaticos de todas las muestras analizadas. Coeficiente de correlacion de Spearman.

Estos resultados nos indican que la perfusion de ALA a los donantes, tiene un efecto
beneficioso, ya que transforma un injerto con alto potencial inductor de mediadores

inflamatorios en 6rganos con menor potencial pro-inflamatorio.

3.1.3. Evaluacion funcional de los 6rganos

Para determinar la importancia clinica del perfil inflamatorio observado en los grupos de
pacientes tratados con ALA, examinamos parametros bioquimicos vinculados a la funcion
de los injertos pancreaticos (amilasa, lipasa y glucosa) y renales (creatinina y urea). El
seguimiento se realiz6 en un periodo de tiempo de 14 dias posterior a la cirugia. En la
Figura 17A, se observa que los niveles plasmaticos de amilasa y lipasa, pero no de
glucosa, creatinina o urea mostraron una tendencia a ser menores para el grupo DR en
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comparacion con los pacientes del grupo control, en el primer dia post-trasplante. Sin
embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, probablemente
debido a la alta variabilidad que presentan los valores plasmaticos dentro de cada grupo.
Por esta razon, para reducir la variabilidad intragrupo, analizamos los valores de los
parametros bioquimicos durante los primeros 5 dias post-trasplante, calculando el area
bajo la curva para cada paciente y para cada pardmetro analizado. La Figura 17B muestra
que el grupo DR tenia niveles significativamente mas bajos de amilasa y lipasa que el
grupo control, mientras que el grupo receptor s6lo mostré niveles ligeramente inferiores de
lipasa comparados con los del grupo control, lo que confirma la tendencia encontrada en
los valores del primer dia. Con este andlisis, también se observé que los pacientes del
grupo DR mostraban una leve tendencia a tener los niveles de glucosa, creatinina y urea
en plasma, menores que el grupo control. Sin embargo, cuando se realiz6 el mismo
analisis, pero utilizando los valores de los pardmetros clinicos obtenidos de las muestras
de los dias 6 a 14 post-trasplante, no se observaron diferencias significativas entre los

grupos.
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Figura 17: Niveles plasmaticos de amilasa, lipasa, glucosa, creatinina y urea. (A) Niveles del primer dia
post-trasplante. (B) Area bajo la curva de los primeros 5 dias post-trasplante y del dia 6 al 14. Los datos estan
representados como la media + SD. *p<0,05. Prueba de Kruskal-Wallis con test post hoc Dunn.
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3.1.4. Evolucion clinica de los pacientes

La modificacion observada en los parametros génicos y bioquimicos no necesariamente
implica una repercusion favorable en la clinica. Es por eso, que el siguiente paso fue
estudiar la presencia de retraso de la funcién del injerto. En estos casos, se decidio
evaluar el DGF examinando la presencia de disfuncién renal y pancreatitis definiendo a la
disfuncion renal como una disminucion menor al 70% de la creatinina basal a los 7 dias
post-trasplante y a la pancreatitis como un estado clinico de distencion abdominal, dolor
abdominal, hinchazén del injerto y necesidad de alimentacion parenteral. Utilizando estos
criterios se detectaron 3 pacientes con disfuncion renal temprana en el grupo control. En
cambio, so6lo se detectd un paciente con disfuncion renal dentro del grupo R y otro en el
grupo DR. Cuando se evalu6 la presencia de pancreatitis clinica, se diagnosticaron 3
casos de pancreatitis en el grupo de control, uno en el grupo DR y ninguno en el grupo R
(Tabla 17). Luego, se realizd6 un seguimiento clinico a tres meses para evaluar parametros
clinicos mas estrictos como son la sobrevida de los injertos y de los pacientes. A pesar
que el numero de pacientes reclutados y el tiempo transcurrido fueron muy bajos, se pudo
observar que hubo una menor tasa de sobrevida del injerto y de los pacientes del grupo
control en comparacion con los grupos tratados (Tabla 17).
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CONTROL DR R
(n=11) (n=7) (n=8)
_ _ 27,3 14,3 12,5
Disfuncién renal
Disfuncion del 6érgano (n=3) (n=1) (n=1)
(%) N 27,3 14,3 0
Pancreatitis
(n=3) (n=1) (n=0)
91
Rifidn 100 100
Tasa de sobrevida del (n=1)
injerto a 3 meses (%) 91
Pancreas 100 100
(n=1)
_ _ 91
Tasa de supervivencia alos 3 meses (%) (n=1) 100 100
n=

Tabla 17: Evaluacion clinica de funcionamiento de los injertos a corto plazo y tasa de sobrevida de los
injertos y los pacientes a los 3 meses post-trasplante. Se evalta la disfuncion renal como una disminucion
menor al 70% de la creatinina basal a los 7 dias post-trasplante y a la pancreatitis como un estado clinico de
distencion abdominal, dolor abdominal, hinchazon del injerto y necesidad de alimentacion parenteral.

Con estos resultados podemos determinar que el uso del ALA no afecté la funcion de los
injertos, asi como tampoco demostré ser un riesgo para la sobrevida del injerto y el
paciente. Muy por el contrario, algunos parametros bioquimicos y génicos indicaron que la
administracién de ALA podria tener algun efecto beneficioso para el injerto y para el

paciente, al menos, a corto plazo.

3.2. USO DE ALA EN PACIENTES TRASPLANTADOS
HEPATICOS

La falta de efectos toxicos en los pacientes trasplantados renopancreaticos tratados con
ALA sumado a los resultados promisorios obtenidos, nos permitid especular sobre la
posibilidad de utilizarlo en otros tipos de trasplantes, como es el trasplante hepatico, en
donde el IRI tiene un impacto importante en la evolucion del paciente. En estos casos, a
diferencia del protocolo renopancreatico, los pacientes fueron divididos de manera
aleatoria so6lo en dos grupos, una rama control (RC) y una rama de pacientes que

recibieron injertos que fueron perfundidos con ALA y que ademas recibieron una dosis de
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ALA por la vena porta inmediatamente previo al despinzamiento vascular (rama tratada,

RT), evaluandose niveles de transcriptos, mediadores bioquimicos y signos clinicos.

3.2.1. Niveles de ARNm de mediadores en biopsias hepéticas

El efecto del tratamiento en la expresion de marcadores vinculados al estrés oxidativo y la
inflamacién fue estudiado realizando RT- qPCR en biopsias hepéticas. Estas fueron
procesadas para el analisis de los siguientes transcriptos: Birc2, Sestrin2, IkBa, HIF-1q,
IL-8, IL-6, mTOR, Reg3a/PAP, PHD1, PHD2, GATA3, CCR1 y SLPI. En la Figura 18 se
observa que los niveles de los transcriptos de Birc2, Sestrin2, IkBa, HIF-1a, GATAS3,
CCR1, IL-6 e IL-8 son similares entre el grupo RC y RT. Por otro lado, se observa que
existe un aumento en SLPI, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa,
en las biopsias de los higados provenientes de los pacientes del grupo RT comparado con
los del grupo RC. Sin embargo, los niveles de transcripto de PHD1 y 2 y REG3a/PAP
fueron significativamente menores en el grupo RT comparado con los del grupo RC
(Figura 18), indicando que la perfusién del 6rgano con ALA, protege al mismo de la

hipoxia sufrida durante el procedimiento quirargico.
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Figura 18: Expresion relativa en biopsias de pacientes trasplantados hepaticos. Se realizd RT- gqPCR de
biopsias de pacientes trasplantados hepaticos del grupo RC y RT. En el grafico se muestra la expresion
relativa de ARNm (27(- AACt)) en las biopsias del grupo de pacientes RT vs las biopsias del grupo RC. Los
datos se representan como la media £ SD*p<0,05. Prueba de Mann-Whitney.

3.2.2. Expresion de mediadores inflamatorios en plasma de pacientes
trasplantados hepéticos tratados con ALA

En base a la menor expresion génica de REG3a/PAP en los pacientes trasplantados
hepaticos del grupo RT, decidimos analizar los niveles plasméticos de PAP en ambos
grupos. Como se puede observar en la Figura 19, al igual que en las biopsias, los niveles
plasmaticos de PAP en el grupo RC fueron mayores con respecto a los encontrados en el
grupo RT, en la reperfusién y en el dia 1 post-trasplante, siendo estadisticamente

significativo inicamente en el ler dia post-trasplante.
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Figura 19: Niveles plasmaticos de PAP en pacientes trasplantados hepaticos en el pre-trasplante,
durante la reperfusion (tiempo 0), al 1er y 2do dia post-trasplante, en el grupo RC y RT. Se evaluaron
los niveles de PAP en muestras tomadas a distintos tiempos post-trasplante, mediante un ELISA sandwich.
Los datos se representan como la media £ SEM. P<0,05. Prueba de t no pareada.

Como se menciond anteriormente, en los pacientes trasplantados renopancreéticos, los
niveles de PAP se correlacionaban de manera directa con los valores de SLPI. Por lo
tanto, en este caso también se analizaron los niveles plasméaticos de SLPI. En la Figura
20 se puede observar que en los pacientes del grupo RC, los niveles plasmaticos de SLPI
se elevan a partir del momento del despinzamiento vascular y se mantienen elevados
durante los dos primeros dias post-trasplante. Este perfil, también se observa para el
grupo de pacientes RT, pero el aumento es de mucha menor magnitud; de tal manera que
al comparar los niveles plasmaticos de SLPI en el dia 2 post-trasplante del grupo RT vs
los del grupo RC, se observan valores significativamente menores. De esta manera, la
tendencia observada en las biopsias (mayor nivel de SLPI), no se evidencia a nivel
plasmatico; muy por el contrario, se repite lo ya observado en pacientes trasplantados
renopancreaticos en quienes se ven menores niveles de SLPI en el grupo tratado

comparado con el grupo control.
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Figura 20: Niveles plasmaticos de SLPl en pacientes trasplantados hepaticos. Los pacientes
trasplantados hepaticos reciben organos perfundidos (Grupo RT) o no con ALA (Grupo RC). Se obtiene
plasma previo al trasplante, durante la reperfusion y en los dias 1, 2, 3 y 7 dias post-trasplante y se realiza un
ELISA sandwich. Prueba de t no pareada. P<0,01

3.2.3. Evolucién clinica de los pacientes

Los pacientes trasplantados del grupo control y tratado fueron evaluados clinicamente,
prestando especial atencion en la presencia del sindrome de post-reperfusion (SPR).
Como fue mencionado en la introduccién, este sindrome es una amenaza latente
relacionada con la incorporacién del érgano recién injertado a la circulacién del receptor.
Dicho sindrome se manifiesta inmediatamente después del despinzamiento vascular y se
acompafa de manifestaciones hemodinamicas, siendo la manifestacibn mas prominente
la caida brusca de la tension arterial sistémica. También acontecen otras alteraciones
guimicas y fisicas caracterizadas por hiperpotasemia, descenso del calcio sérico ionizado,
hiperosmolaridad, acidemia metabélica e hipotermia.

El seguimiento post-trasplante mostré que 6 de los 23 pacientes (26%) presentaron SPR
durante la cirugia. De los 6 pacientes que presentaron SPR s6lo uno pertenecia al grupo
tratado, en tanto que los 5 restantes pertenecian al grupo control (Figura 21). Uno de los
pacientes del grupo control y que desarrollé6 SPR fallecié durante la primera semana post-

trasplante. La causa del 6bito fue carcinomatosis peritoneal detectada durante la cirugia.
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Figura 21: Porcentaje de pacientes de los grupos Rama Control y Rama Tratada que sufrieron o no
SPR. Dicho sindrome se evalua dentro del quiréfano como hipotensién persistente (TA > 30% los valores de
la fase anhepdtica), asistolia o arritmias que desencadenen inestabilidad hemodindmica, con necesidad de
infusion continua de vasopresores. Aparicion de fibrindlisis prolongada (mas de 30 minutos) o recurrente
(reaparicion de fibrindlisis 30 minutos después de que haya sido resuelta).

En un seguimiento a mas largo plazo (1er mes), se observé que 3 pacientes presentaron
rechazo agudo, de los cuales 2 pertenecian al grupo RC y sélo uno al grupo RT. Todos
estos pacientes habian presentado Sindrome de post-reperfusion. Estos resultados
indican, al igual que en los trasplantes renopancreéticos, que la perfusion con ALA de los
organos a ser injertados, presenta un efecto beneficioso para la sobrevida del injerto y del
paciente. Asimismo, en este protocolo tampoco se detectaron efectos adversos atribuibles
a la infusion de ALA.

3.3. USO DEL ALA EN PACIENTES TRASPLANTADOS
RENALES

En vistas de los buenos resultados obtenidos con ALA en los pacientes trasplantados
renopancredticos y hepaticos y teniendo en cuenta que el DGF es uno de los mayores
problemas en trasplantes renales, se decidio iniciar otro protocolo clinico de uso de ALA
en trasplante renal. Sin embargo, hubo que introducir variantes al protocolo de
administracion de ALA, dado que la administraciéon del farmaco a los donantes
cadavéricos resultaba dificultosa. Por lo tanto, para este protocolo se decidi6 administrar
ALA al receptor (en el quiréfano previo al procedimiento quirdrgico) y perfundir ALA al

organo una hora previa al trasplante.
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En este estudio se reclutaron 22 pacientes, los cuales se dividieron en grupo control (n=8)
y grupo tratado (n=14). De ambos grupos, se obtuvo plasma en diferentes momentos del
acto quirargico para hacer las determinaciones bioquimicas, asi como también se evaluo
el estado clinico de los pacientes. En primer lugar, se realizé el analisis de los niveles de
creatinina a lo largo de los dias de internacion de los pacientes y se obtuvo para cada uno
de ellos, el &rea bajo la curva (AUC) de los niveles de creatinina. En la Figura 22, se
observa que excepto por un paciente de la Rama Activa, el AUC de creatinina para estos
pacientes fue similar al AUC de los pacientes de la Rama Control.

1000 7
800 - n
600 -
400 -
200

| =

-200 T T
Rama Control Rama Activa

AUC (creatinina)

Figura 22: Area bajo la curva de los niveles plasmaticos de creatinina en pacientes tratados con ALA
(Rama Activa) y pacientes sin tratamiento (Rama Control). Se grafica el AUC de creatinina calculada en
funcién de los niveles adquiridos durante los primeros 14 dias post-trasplante.

Tampoco se obtuvieron diferencias significativas en los valores de MDRD entre los
pacientes de la Rama Control y los de la Rama Activa (dato no mostrado). Todos los
pacientes requirieron sesiones de dialisis durante la primera semana de internacion, por lo
tanto, se considera que todos los pacientes sufrieron DGF. Sin embargo, cuando se
analizaron los requerimientos de didlisis por dia de internacion, se pudo observar que los
pacientes de la Rama Activa requirieron menos dias de dialisis comparado con los de la
Rama Control (p= 0,0024) (Figura 23).
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Figura 23: Requerimiento de dialisis en pacientes del grupo control y tratado. Se grafica el porcentaje de
individuos que requirieron dialisis durante los primeros 14 dias post-trasplante. Se realiz Prueba de rangos
con signo de Wilcoxon para comparar el porcentaje de pacientes que se dializaron en ambos grupos a lo largo
de dos semanas.

Por otro lado, 3 de los 8 pacientes de la Rama Control presentaron episodios de rechazo
(mixto y humoral) verificados por biopsia renal en el transcurso de las dos primeras
semanas. El rechazo se manifest6 en uno de los pacientes en el dia 5to, en tanto que en
los otros dos pacientes el rechazo se manifestdo en el 9no dia post-trasplante.
Sorprendentemente, ninguno de los pacientes tratados con ALA manifesto episodios de

rechazo durante los primeros 14 dias (Figura 24).

Rama Control Rama Activa

3 62.50% 5 Sin rechazos 3 100.00% 14 Sin rechazos
- 37.50% 3 Conrechazos

Total=14

Total=8

Figura 24: Porcentaje de pacientes de los grupos Rama Control y Rama Activa que sufrieron o no
rechazos. Los rechazos fueron mixtos o humorales detectados mediante biopsias del 6rgano.

Todos estos resultados son extremadamente interesantes e importantes desde el punto
de vista de la evolucién de los pacientes, sugiriendo que el ALA podria ser una nueva
herramienta terapéutica para evitar o reducir las complicaciones tempranas del trasplante

de organos sélidos y que ademas podria tener repercusiones positivas a largo plazo.
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4. EFECTO DEL SLPI EN MODELOS DE DANO RENAL

Teniendo en cuenta la importancia clinica del dafio por isquemia reperfusién en trasplante
renal consideramos relevante buscar estrategias terapéuticas que pudieran mitigarlo.
Como fue mencionado en la introduccion, en este proceso de dafio no sélo interviene la
produccién de intermediarios reactivos del oxigeno, sino también mediadores
inflamatorios. Por lo tanto, se estudié la posibilidad de bloquear los fenémenos
inflamatorios. En nuestro laboratorio disponiamos de una proteina recombinante humana,
denominada SLPI con actividad antiinflamatoria, cicatrizante y microbicida. Cuya
administracion resulto efectiva en la reduccion de lesiones causadas por fenomenos de
autoinmunidad?®. Ademads, otros autores demostraron que el SLPI fue eficaz en la
disminucion del dafio en trasplante cardiaco y hepético. Por lo tanto, el siguiente paso fue
evaluar la capacidad del SLPI de proteger del dafio renal en un modelo de injuria por
isquemia reperfusion. El mismo se llevé a cabo en ratas machos SPRague-Dawley a las
cuales se les tom6 una muestra de plasma pre-quirtrgica (tiempo 0). El procedimiento
quirdrgico se realiz6 mediante laparotomia abdominal en la cual se generé la obstruccién
del flujo sanguineo renal por pinzamiento de la vasculatura. Luego de 40 minutos se
permitié la reperfusion del 6rgano. SimultAineamente a un grupo de animales control
(Sham) se los sometié al mismo protocolo sin efectuar maniobras de estasis sanguinea. A
las veinticuatro horas posteriores al procedimiento se sacrificaron los animales mediante
exanguinacién y se obtuvieron muestras de tejido renal y plasma. El dafio renal fue
evaluado a través de la medicibn de BUN (nitrégeno ureico en sangre) y creatinina
plasmética. En el grupo tratado con SLPI, el SLPI fue administrados en 3 dosis de 250
Mg/kg, 24hs antes de la isquemia, al momento del procedimiento quirargico y 6 hs

posteriores a la isquemia tal como se muestra en el esquema de la Figura 25.
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Figura 25: Esquema del modelo experimental. Los animales fueron tratados con SLPI 250 ug/kg (Grupo
SLPI) o vehiculo (Grupo IRI), 24 hs pre-isquemia, al momento de la isquemia (previamente se realiza la toma
de muestra de sangre) y 6 hs post-isquemia. A las 24 hs se tomaron muestras de sangre y tejido renal.

Del andlisis de los resultados pudimos determinar que el proceso de pinzamiento renal
elevo los valores de creatinina (IRI: 3,74 + 0,05 vs Sham: 0,84; 0,02 **p<0.01) y BUN (IRI
173,7 £ 10,11 vs Sham: 34,50 + 4,500 ****p<0,0001), avalando el modelo de isquemia-
reperfusion renal. Una vez puesto a punto, se procedié a evaluar el efecto del SLPI en
este modelo. Como se puede ver en la Figura 26, el tratamiento con SLPI disminuy6
significativamente los niveles de BUN y creatinina inducidos por la isquemia. Estos
resultados permiten concluir que el SLPI reduce el dafio renal causado por el proceso de

isquemia-reperfusion.
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Figura 26: Medicion de urea y creatinina en plasma. La determinacién de la concentracion de creatinina y
BUN en plasma para cada grupo experimental, se realiza a partir de las muestras de sangre tomadas a
tiempo 0 (antes de la realizacion de IRI) y a 24 hs post IRI. La administracién de SLPI se realiza en 3 dosis tal
como se describe en materiales y métodos. Los datos se expresan como media £ SEM. Prueba de ¢ para
datos no apareados **p < 0,01; ***p < 0,001
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A su vez, se evalud la histologia de los rifiones obtenidos. El andlisis histolégico mostré
que los o6rganos con isquemia-reperfusion presentaban diferentes grados de lesion
indicados por la presencia de pérdida de células sin sustitucion, necrosis celular,
dilatacion tubular, edema intersticial, infiltracion celular, células nucleadas en la vasa
recta, y pérdida del borde en cepillo de los tubulos proximales. Estas caracteristicas que
corresponden al cuadro denominado necrosis tubular aguda (NTA), no se detectaron en
ninguno de los animales Sham, por lo tanto, a estos animales se les asigné un valor de
NTA de cero (datos no mostrados). En cambio, los animales sometidos a IRl mostraron un
alto porcentaje de NTA (Figura 27), el cudl fue significativamente menor para aquellos
animales que habian sido tratados con SLPI. Este resultado demostro que el SLPI tuvo un

efecto protector al dafio celular provocado por la isquemia-reperfusion.
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Figura 27: Porcentaje de Necrosis Tubular Aguda. Los cortes histologicos fueron examinados para
determinar el grado de necrosis en células epiteliales tubulares. Las observaciones se realizaron en al menos
10 campos diferentes de 1um? y la severidad de la necrosis es definida mediante el porcentaje de dafio. Los
datos se expresan como media + DS del porcentaje de NTA. ***p<0,001. Prueba Mann Whitney.

En las muestras renales, ademas de la evaluacion histolégica también se analizaron
niveles de transcriptos, particularmente de mediadores indicadores de la presencia de
células presentadoras de antigeno profesionales (monocitos / macréfagos y células
dendriticas). Mediante una RT- gPCR se estudiaron los niveles de CD86, CD68 y CD14.
Se observo un aumento en la expresion de CD86, CD68 y CD14 en el grupo de animales
que habian sufrido IRl comparado con el grupo Sham. A diferencia, los animales
expuestos al fenébmeno de IRI y tratados con SLPI, mostraron una menor expresion
relativa de dichos transcriptos (Figura 28), sugiriendo que el tratamiento con SLPI reduce
la cantidad de células presentadoras de antigenos profesionales reclutados por el dafio.
Otros transcriptos analizados fueron CCL2 (MCP-1) y CXCL2 (MIP-2). La primera es una
de las principales quimiocinas con actividad quimiotactica para monocitos, en tanto que
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CXCL2 lo es para leucocitos polimorfonucleares y células madre hematopoyeticas. El
analisis de los niveles de estos transcriptos mostré que los animales que sufrieron IRI
pero que habian sido tratados con SLPI (IRI+SLPI) presentaban una menor expresion
relativa de CCL2, pero no asi de CXCL2, en comparacion con aquellos que no fueron
tratados (IRI). Esto sugiere que la menor presencia de monocitos/macréfagos observada
en el grupo tratado con SLPI se podria deber a una menor produccion del principal factor
quimiotéactico para estas células (Figura 28).
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Figura 28: RT- gPCR de moléculas vinculadas al sistema monocitico/macrofagico. El tejido renal es
procesado para extraer ARNm, el cual luego es retrotranscripto a ADNc. Posteriormente se amplifica por
PCR. Los resultados se expresan como 2*-(AACt) normalizados a un gen control (GAPDH) y Grupo Sham.
Los graficos muestran la media + SEM. Prueba Mann Whitney. *p<0,05; **p<0,01 *** p<0,001.

La causa del dafio renal por IRl es compleja, pero se conoce que este dafio es mediado
en gran medida por componentes del sistema inmune; los cuales podrian ser inhibidos por
SLPI. Por lo tanto, especulamos que el SLPI, no tendria efecto nefroprotector en otros
modelos de dafio renal, en particular aquellos modelos donde el sistema inmune no
estuviera involucrado. Para evaluar esta hip6tesis, utilizamos un modelo de nefrotoxicidad
inducida por gentamicina en ratas. En este modelo, el farmaco se retiene en las células
epiteliales de los tubulos proximales e induce la apoptosis y la necrosis de las mismas. En
este caso, los animales se dividieron en cuatro grupos, un grupo recibié vehiculo (No
Tratado), otro SLPI (SLPI), y a los otros dos grupos se le administré gentamicina y
gentamicina + SLPI. Todas las administraciones fueron intraperitoneales y la toma de
muestra sanguinea se realiz0 al 5to dia. Para nuestra sorpresa, los animales tratados con
gentamicina + SLPI mostraron menores niveles de creatinina que las ratas tratadas con

gentamicina sola (Figura 29). Este resultado no descarta un efecto nefroprotector del SLPI

108



actuando a través del sistema inmune, pero nos indica que el SLPI, ademas, tiene un

efecto protector directo sobre el parénquima renal.

Creatinina (mg %)

Control SLPI Genta Genta+SLPI

Tratamiento

Figura 29: Niveles de creatinina plasmatica en un modelo de dafio renal por gentamicina. Los animales
fueron tratados con Gentamicina (60mg/kg) o con Gentamicina(60mg/kg) + SLPI (250ug/kg) intraperitoneal,
durante 4 dias, al 5to dia se toman muestras de plasma y se mide creatinina. * p < 0,05 Prueba de Mann
Whitney

5. ROL DE SLPI EN PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES

5.1. Determinacion del SLPI en biopsias de pacientes trasplantados

Los resultados obtenidos hasta el momento, nos indicaban un claro efecto protector del
SLPI en dos modelos diferentes de lesién renal. Estos resultados, de alguna manera se
oponian a los descriptos por otros autores que mostraban que pacientes con lesion renal
aguda presentaban niveles elevados de SLPI en sangre y orina. En esta seccion de la
tesis, se decidié profundizar sobre el papel del SLPI en la fisiopatologia renal en seres
humanos, utilizando como modelo de lesién, pacientes trasplantados renales. Con este
objetivo se analizaron los niveles de transcripto de SLPI en biopsias renales, sus niveles
plasmaticos y ademas se estudiaron posibles correlaciones con parametros clinicos.

En primer lugar, en biopsias renales obtenidas al final de la cirugia de pacientes
trasplantados, se evaluaron por RT- gPCR los niveles de ARNm de SLPI y de transcriptos
que suelen asociarse con lesion (como C3 y TNF-a) o proteccion (como TGF- y HMOX-
1) de los tejidos. En la Tabla 18 se puede observar que existe una correlacion directa

entre los niveles del transcripto de SLPI y HMOX-1 o TGF-§ pero no con C3 o TNF-a. Es
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decir, que el SLPI presente en el injerto, estaria relacionado con genes vinculados a la
citoproteccion y mediadores antiinflamatorios. Para determinar si estos resultados tenian
correlato clinico, se decidié evaluar la relacion entre los niveles de transcripto de SLPI al
momento de la biopsia y los niveles de creatininemia de los primeros 10 dias post-
trasplante, como marcador de la evolucion funcional del érgano. De esta manera se pudo
observar que los niveles de transcripto de SLPI se correlacionaban de manera indirecta
con los valores de creatinina plasmatica, en particular al dia 10 post-trasplante, sugiriendo
la existencia de una asociacion entre los niveles de transcripto de SLPI local y la funcion

renal a corto plazo.

R p=

HMOX-1 0,554 0,021
C3 0,430 0,085
TNFa 0,338 0,184
TGFB 0,583 0,018
Dia 1 -0,158 0,266

Dia 2 20,215 0,196

S Dia 3 -0,169 0,251

3§ Dia 4 -0,179 0,239

3 Dia 5 -0,300 0,113

E Dia 6 -0,362 0,077

% Dia 7 0,326 0,003

5 Dia 8 -0,333 0,089
Dia 9 -0,344 0,081

Dfa 10 -0,485 0,024

Tabla 18: Correlacion entre la expresion relativa de ARNm de SLPI en biopsias renales de pacientes
(n=17) trasplantados versus mediadores inflamatorios y creatininemia post-trasplante. Se realiz RT-
qPCR para la medicion de transcriptos en biopsias tomadas al momento de finalizar el trasplante. Se miden
los niveles de creatinina plasmatica en los primeros diez dias post-trasplante. Correlacion de Spearman (dos
colas).
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5.2. Determinacion del SLPI en plasma de pacientes trasplantados

A continuacion, quisimos evaluar la presencia de asociaciones similares tomando en
cuenta los niveles de SLPI plasméticos, en lugar de los niveles locales del transcripto.
Para lo cual, inicialmente se midieron los niveles de SLPI en un gran nimero de pacientes
trasplantados renales, pacientes en lista de espera para trasplante renal (pre-trasplante) y
personas sanas. Los pacientes trasplantados incluidos fueron todos aquellos pacientes
gue ingresaron al Instituto de Nefrologia, Nephrology entre los dias 21/11/13 y 5/12/13
como parte de su evaluacion mensual de rutina. Por lo tanto, para esta parte del estudio,
no se tuvieron en cuenta las caracteristicas demogréficas de los pacientes, el tiempo
trascurrido post-trasplante y/o el tratamiento de inmunosupresion. Los resultados
obtenidos mostraron que los niveles plasmaticos de SLPI, tanto en pacientes en pre-
trasplante como en pacientes trasplantados, se encontraban significativamente elevados
respecto a los niveles detectados en los individuos sanos. Sin embargo, los niveles de
SLPI en los individuos trasplantados fueron menores comparados con los encontrados en

los pacientes en lista de espera. (Figura 30)
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Figura 30: Niveles plasmaticos de SLPI en sujetos sanos (n=16), pacientes en lista de espera (Pre-
trasplante) (n=25) y pacientes trasplantados (n=73). Se midieron los niveles de SLPI por ELISA sandwich.
Prueba de Kruskal-Wallis con test post hoc Dunn. En el grafico se muestra la Media£SD. ****p<0,0001.

Como fue mencionado previamente, estas mediciones se realizaron en diferentes
pacientes en distintos momentos en relacion al trasplante. Por lo tanto, para determinar si
efectivamente existia una diferencia entre los niveles de SLPI en el pre-trasplante con
respecto al post-trasplante, es decir si la intervencion quirtrgica reducia los niveles, se
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llevé a cabo una medicién seriada de dicha proteina (en un mismo paciente), previo al
trasplante y un dia después. Como se muestra en la Figura 31, de nueve pacientes
analizados, salvo en dos, los niveles plasmaticos de SLPI se reducen luego de la cirugia.
Es probable que esta reduccion, se deba a una mejora en la funcién renal, considerando

que una parte del SLPI se metaboliza por rifién?1°,
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Figura 31: Niveles de SLPI plasmaticos en pacientes trasplantados renales. Se midieron los niveles
plasmaticos de SLPI en muestras obtenidas previo a la cirugia (Dia 0) y en el dia posterior al trasplante (Dia
1). Prueba de t para datos pareados (dos colas) p=0,0108.

Una vez evaluados los niveles plasmaticos de SLPI, el siguiente paso fue establecer una
posible asociacién entre dicho parametro y la funcion renal, estimada mediante los niveles
de creatinina plasmatica, en el total de los pacientes trasplantados. Para nuestra sorpresa
y, a diferencia de lo observado con los transcriptos de SLPI (en biopsias renales) y la
creatinina plasmatica donde se veia una correlacion indirecta (Tabla 18), en este caso se
vio una correlacién directa entre los niveles de SLPI plasmaticos con la creatininemia del
paciente; ambos factores medidos en la misma muestra de plasma, es decir que los

valores corresponden a un mismo dia (Figura 32).
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Figura 32: Correlacion entre los niveles de SLPI y los niveles de creatinina plasmatica en el total de los
pacientes trasplantados renales. La determinacion de SLPI y de creatinina plasmatica, se realizan a partir
de la misma muestra. Correlacion de Spearman (dos colas)

5.3. Actividad funcional del SLPI en leucocitos derivados de pacientes
trasplantados.

El resultado obtenido entre los niveles de SLPI y la creatininemia, nos hizo dudar sobre el
rol protector que pudiera tener el SLPI plasmatico en los pacientes trasplantados renales
e inmunosuprimidos. Lo que llevo al cuestionamiento de la funcionalidad del SLPI en este
tipo de individuos. De hecho, trabajos previos de nuestro laboratorio indicaban que, en
determinados pacientes a diferencia de sujetos sanos, el SLPI no era funcional, al menos
en lo que se referia a su capacidad para inhibir la proliferacién leucocitaria y a la
produccion de IFNy*!'!. Por esta razén, el siguiente paso fue evaluar la posibilidad que los
linfocitos de los pacientes trasplantados fueran refractarios a la accién del SLPI, tal como
ya habiamos descripto en pacientes tuberculosos. Para lo cual se aisl6 CMSP (células
mononucleares de sangre periférica) derivadas tanto de sujetos sanos como de pacientes
trasplantados renales y fueron estimuladas in vitro con o sin el mitdgeno PHA. Luego de 4
dias de incubacion, al cultivo se le agreg6 timidina tritiada y 16 horas mas tarde las
células fueron cosechadas, examinandose la proliferacién celular por incorporacion del
radioactivo. En la Figura 33 se observa que, tanto los sujetos sanos como los pacientes
trasplantados (inmunosuprimidos) respondieron al PHA, pero los niveles de proliferacion

leucocitaria fueron menores en estos Ultimos.
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Figura 33: indice de proliferacion leucocitaria. CMSP fueron cultivados en presencia o ausencia de PHA;
al 4to dia se agreg6 timidina tritiada al cultivo celular y al 5to dia se cosecharon las células. Los resultados se
expresan como indice de proliferacién, siendo el indice (c.p.m PHA/ c.p.m basal)*100. P< 0,0001 Mann
Whitney test.

Por otra parte, dichas células también fueron cultivadas con PHA, en presencia o
ausencia de SLPI. Cuando analizamos el indice de proliferacién de las células incubadas
en presencia de PHA y SLPI, pudimos observar que el SLPI provocé una clara y
estadisticamente significativa disminucién de la proliferacién leucocitaria tanto en los
sujetos sanos como en los pacientes trasplantados (Figura 34). A pesar de que la
magnitud de la inhibiciébn fue menor en los pacientes trasplantados comparada con los
sujetos sanos, estos valores no fueron estadisticamente significativos (Sujetos Sanos =
42.2 + 36.8 vs Pacientes trasplantados = 27.4 + 25.2 % de inhibicién; p = 0.091, Mann-
Whitney test).
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Figura 34: indice de proliferacion leucocitaria en presencia de PHA con o sin SLPI. CMSP de sujetos
sanos y pacientes trasplantados fueron estimuladas in vitro con PHA en presencia (0) o no de SLPI (4 pg/ml)
(®), al 4to dia de cultivo se agregé timidina tritiada y se determind la proliferacion al 5to dia. Prueba de rangos
con signos de Wilcoxon (dos colas). ** p < 0,01.

114



Por ultimo, analizamos si los niveles de proliferacién leucocitaria en esta poblacién de
individuos se correlacionaban con los valores de SLPI plasmaticos. En la Figura 35, se
puede observar que a mayor nivel plasmatico de SLPI, existe una menor respuesta
proliferativa de las CMSP frente al mitogeno PHA. El resultado nos permite concluir que
aquellos pacientes que tienen niveles elevados de SLPI plasméticos presentan menor
indice de proliferacion leucocitaria. Por lo tanto, podemos sefialar que el SLPI tiene
actividad funcional in vitro, asi como también la tendria in vivo, en los pacientes

trasplantados.

1051

c A Trasplantados
© i
5 9 ® Sujetos Sanos
©10“7q A A
A T
= A A r=-0,4472

©. s 2,04 ‘f A _

1077 Al 4 p=0,0026

s A
© A

o A 4, Ao
01077 4 Aé A A A
° A
=

10* T T T 1

0 50 100 150 200
SLPI (ng/ml)

Figura 35: Correlacion entre el indice de proliferaciéon leucocitaria y niveles SLPI plasmaticos en
sujetos sanos y pacientes trasplantados. CMSP de sujetos sanos (e) y pacientes trasplantados (A)
fueron estimuladas in vitro con PHA o no (basal), al 4to dia de cultivo se agregé timidina tritiada y se
determiné la proliferacién al 5to dia. Siendo el indice (c.p.m PHA/ c.p.m basal)*100. Los niveles de SLPI
plasmatico se determinan por ELISA sandwich. Coeficiente de correlacion de Spearman (dos colas).

De esta forma, se pudo descartar la hipotesis de refractariedad de los leucocitos a la
accion del SLPI, como causa de la asociacion directa entre el SLPI plasmatico y la

creatininemia (Figura 32).

5.4. Actividad funcional del SLPI en células epiteliales renales

La correlacién directa observada entre el SLPI y la creatinina plasmatica podria estar
indicando un efecto téxico del SLPI sobre la viabilidad de las células epiteliales renales.
Para evaluar esta posibilidad se llevd a cabo el siguiente experimento. Se incub6é una
linea de células epiteliales tubulares humanas (HK-2) con SLPI y se analizdé la

citotoxicidad mediante dos tipos de ensayos. El ensayo de MTT y el ensayo de marcacion
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de anexina V / yoduro de propidio. Con el primer ensayo se evalué la actividad metabdlica
celular, en tanto que con la anexina V/ yoduro de propidio se determind la apoptosis
temprana, tardia y la necrosis.

Para el primer ensayo, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de
SLPI, pero también se utilizO como control positivo de citotoxicidad una droga
inmunosupresora denominada tarcolimus o FK-506. Asimismo, incubamos FK-506 con
SLPI. Los resultados del ensayo de MTT, mostraron que la incubacién de las células HK-2
con 4y 0,4 ug/ml de SLPI durante 24 hs no indujo citotoxicidad (dato no mostrado). Por el
contrario, el tratamiento por 24hs con el inhibidor de calcineurina FK-506 (10 uM) provoco
la muerte de un numero significativo de células (p= 0,0286). Sin embargo, cuando las
células HK-2 fueron tratadas con ambos factores, SLPI y FK-506, la viabilidad de las
células epiteliales tubulares humanas fue significativamente mayor que las células
tratadas s6lo con FK506 (Figura 36). Estos resultados fueron inesperados y estaban
sugiriendo un efecto nefroprotector del SLPI sobre las células tubulares epiteliales renales

humanas.

0.4 17

[ control
) [ J—
0.3 1
T SLPI4 (mg/ml)

0 4 ,- B sLPio,4 (mg/ml)
oo

0.11

0.0 T

1 ]
I 1
Tratamiento con FK-506

Figura 36: Ensayo de MTT para evaluacion de la muerte de células HK-2 tratadas con FK506 y SLPI. Se
cultivaron células HK-2 sin tratamiento, con tratamiento FK506 (10 uM), FK506 (10 uM) + SLPI 4 ug/ml 0 0,4
pg/ml durante 24 hs a 37°. Posteriormente se midi6 la absorbancia utilizando un lector de ELISA. Se muestra
la media £ SD. n=4. *p<0,05; Test de Mann Whitney.

Para confirmar este resultado, se evalué la muerte celular mediante el ensayo de
marcacion con anexina V / yoduro de propidio. En estos experimentos, ademas del
tratamiento de las células HK con FK-506, también se utiliz6 como control positivo del
ensayo a las células deprivadas de suero (Figura 37). Las Figuras 37A y C muestran que

ambos estimulos citotoxicos inducen la apoptosis de mas del 90% de las células,
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considerando la apoptosis temprana y tardia. Sin embargo, la presencia de SLPI (0,4
pag/ml) redujo la apoptosis a 57,3 y 56,7% para la privaciéon sérica y la toxicidad por

FK506, respectivamente (Figura 37B y 37D).
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Figura 37: Citometria de flujo de células HK-2 marcadas con Anexina V/ Yoduro de propidio. Las
células fueron sembradas y sincronizadas. Al dia siguiente se colocaron los estimulos: sin suero, sin suero +
SLPI, con FK506, FK506 + SLPI. Luego de 24hs a 37°C las células se levantaron con tripsina, se marcaron y
pasaron por un citdmetro de flujo. Se muestra un experimento representativo de n=4.

Teniendo en cuenta la relevancia clinica de los resultados obtenidos con el SLPI, en
particular en lo que se refiere a su efecto nefroprotector, el siguiente paso fue examinar
los mecanismos por los cuales el SLPI ejerce dicho efecto. Para ello las células epiteliales
tubulares humanas (HK-2) fueron incubadas con FK506 (10uM) en presencia o ausencia
de SLPI (0,4pg/ml) y analizamos la expresion de ARNm a través de un microarreglo
enfocado en vias de toxicidad, estrés y muerte celular (SABiosciences).

Como era de esperar, las células HK-2 tratadas con FK506 presentaron un aumento de
niveles de transcriptos relacionados con muerte celular (BECN1), hipoxia (BNIP3L), estrés

osmotico (SLC5A3) y respuesta inflamatoria (CCL2). Por el contrario, el co-tratamiento
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con SLPI disminuy6 los niveles de ARNm inducidos por FK506 y notablemente aumento
los niveles de ARNm de proteinas de choque térmico (ATF4, ATF6, HSP90AAL) y TLR4
(Figura 38). Estas observaciones confirman el papel protector de SLPI en la muerte
celular y sugieren que la proteccion SLPI podria ser mediada por el aumento de expresion
de proteinas de choque térmico, que funcionan como chaperones moleculares, y la

disminucion de quimiocinas inflamatorias.
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Figura 38: RT- qPCR de mediadores vinculados al estrés, toxicidad y muerte celular. Células HK-2
fueron sembradas y sincronizadas, a las 24 hs se agreg6 el tratamiento: FK506 (10uM) y FK506+SLPI
(0,4ug/ml). Se dejo el tratamiento por 24hs y se aisl6 ARNm, una vez retro-transcripto a ADNc se realizo el

microarreglo.
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5.5. Factores inductores de SLPI en pacientes trasplantados

Hasta aqui, podemos concluir que los pacientes trasplantados renales tienen niveles
plasméticos altos de SLPI, el cual podria tener un efecto protector sobre el parénquima
renal. Sin embargo, desconociamos las razones por las cuales el SLPI en estos pacientes
se encontraba elevado. Al respecto hipotetizamos que, los niveles elevados podrian
deberse a la presencia de estimulos inductores de SLPI. Conociendo que uno de los
estimulos mas relevantes para la producciéon de SLPI es la presencia de dafio, decidimos
estudiar la produccion de esta proteina en CMSP derivadas de individuos sanos y de
pacientes trasplantados en respuesta células apoptoéticas. En este caso, utilizamos células
HK-2 apoptéticas como estimulo, y monocitos derivados de sujetos sanos y pacientes
como células respondedoras a las sefiales de dafio (en relacion 1:3). Luego de 48 horas
de co-incubacion, se coseché el sobrenadante y se midieron los niveles de SLPI. Como
se puede observar en la Figura 39 monocitos de pacientes trasplantados son capaces de
producir niveles basales de SLPI, sin embargo, cuando se realiza el co-cultivo con células
apoptéticas los niveles de SLPI son significativamente mayores. A su vez, los monocitos
de sujetos sanos también responden frente a este estimulo no obstante la diferencia con
el control no es significativa. Es importante destacar que los niveles de SLPI fueron
indetectables tanto para las células HK-2 apoptéticas solas como en la incubacion de

monaocitos con células HK-2 vivas (dato no mostrado).
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Figura 39: Niveles de SLPI en sobrenadante de monocitos de sujetos sanos(n=2) y pacientes
trasplantados(n=6) estimulados con células apoptéticas HK-2. Los monocitos fueron aislados a partir de
CMSP utilizando perlas magnéticas acopladas a anticuerpos anti CD14. Dichas células fueron cultivadas junto
con células HK-2 apoptdticas (deprivadas de suero por 48 hs) durante 48 hs. Posteriormente se recupera el
sobrenadante y se miden los niveles de SLPI por ELISA. ANOVA de una via con Test LSD de Fisher para
comparaciones multiples.
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Ademas del nivel de dafio tisular, podrian existir otras variables que influyeran sobre los

niveles de SLPI. Para analizar este aspecto, estudiamos los niveles plasmaticos de SLPI

en relacién a diferentes parametros del paciente trasplantado como ser el sexo, la edad,

el tiempo en didlisis, el tiempo transcurrido desde el trasplante, los valores absolutos y

relativos de linfocitos, neutrofilos, monocitos, basofilos, hematocrito, el ndmero de

plaguetas y la concentracion de hemoglobina. Como resultado pudimos determinar que,

los valores de SLPI no fueron diferentes segun el sexo del receptor (68,78+24,51 vs

80,97+34,82 p=0,147 Mann Whitney test). En ninguno de los parametros analizados se

encontraron correlaciones significativas, excepto en dos: el tiempo post-trasplante (Figura

40) y el numero de leucocitos (Tabla 19). En ambos casos, la correlacién fue indirecta.
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Figura 40: Niveles de SLPI plasmaticos en funcion del tiempo post trasplante. Se midieron los niveles de
SLPI en pacientes trasplantados renales mediante ELISA sandwich. Correlaciéon de Spearman (dos colas).
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r= p=
EDAD (RECEPTOR) 0,121 0,347 | Ns
MESES POST-TRASPLANTE -0,402 0,0004 | ***
HEMOGLOBINA 0,418 0,096 | Ns
LEUCOCITOS (cel/ul) -0,397 0,011 | *
NEUTROFILOS(%) 0,116 0,477 | Ns
LINFOCITOS(%) -0,121 0,457 | Ns
MONOCITOS(%) -0,201 0,232 | Ns
EOSINOFILOS(%) -0,066 0,476 | Ns
BASOFILOS(%) 0,208 0,408 | Ns
PLAQUETAS 0,112 0,659 | Ns
NEUTROFILOS (valores abs) -0,192 0,236 | Ns
LINFOCITOS(valores abs) -0,298 0,062 | Ns
MONOCITOS(valores abs) -0,289 0,070 | Ns
EOSINOFILOS(valores abs) -0,008 0,972 [ Ns
BASOFILOS(valores abs) 0,404 0,108 | Ns

Tabla 19: Correlacion entre niveles de SLPI plasmaticos y caracteristicas del paciente trasplantado.
Correlacion de Spearman (dos colas)

5.6. El SLPI plasmético como biomarcador de dafio o proteccién

Dado al conjunto de resultados obtenidos hasta el momento, quisimos evaluar la
posibilidad de utilizar al SLPI plasmatico como biomarcador de dafio o proteccién del
parénquima renal. En virtud de las diferentes variables que pueden llegar a influir sobre
los niveles de SLPI plasmatico (metabolizacion renal, meses post-trasplante, leucocitos,
dafio inmunoldgico, nefrotoxicidad, muerte celular) decidimos volver a analizar el gréafico
SLPI plasmético vs creatininemia, pero en esta oportunidad trazamos lineas
correspondientes a rangos de normalidad para SLPI (55-91 ng/ml segun percentilo 25 y
75) y para creatinina (0.6-1.2 %) (Figura 41). Con este gréfico se pudo volver a apreciar la
existencia de una correlacion directa entre SLPI y creatinina pero, ademas, se puso en
evidencia la presencia de pacientes cuyos valores de SLPI no se correspondian a los
valores de creatinina (SLPI alto con creatinina normal o bajo y SLPI bajo con creatinina

alta).
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Figura 41: Correlacion entre los niveles de SLPI y los niveles de creatinina plasmatica en el total de los
pacientes trasplantados renales. La determinacion de SLPI y de creatinina plasmatica, se realizan a partir
de la misma muestra. Se divide el grafico en cuatro cuadrantes, la divisién se realiza utilizando como valor
limite normal de creatinina de 0,6 a 1,2 mg/dl y de SLPI de 55 a 91,2 ng/ml. Este rango de SLPI se toma
segun percentilo 25 y 75).

Para poner en evidencia a los pacientes cuyos valores de SLPI no se correspondian con
los valores estimados de creatinina (dicho de otra manera, a la funcion renal), creamos un
cociente SLPl/creatinina cuyo valor de mediana fue de 43,1 con un intervalo de confianza
de 95% de 38,73 y 48,74 y un coeficiente de variacion del 50.6 %. Sin embargo, como se
observa en la Figura 42, varios pacientes presentaron valores por fuera del percentilo 10
(28.3) y del percentilo 90 (78.2), sugiriendo que en algunos pacientes los valores de SLPI
son superiores o inferiores al valor esperado segun su funcién renal. Estos valores
superiores o inferiores de SLPI podrian deberse a la presencia de estimulos inductores
(por ejemplo, células apoptéticas, DAMPS) o inhibidores (IFNy), respectivamente3® 212,

De hecho, se observa que la mayoria de los pacientes que estan por fuera del percentilo
10 y 90 presentaron dentro de los seis primeros meses posteriores a la determinacion de
SLPI un episodio de rechazo humoral o mixto. En tanto otros, presentaron alguna otra

complicacién (infecciones por BK, hipertensién arterial, sindrome metabdlico, trombofilia).
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Figura 42: indice SLPl/creatinina. Se grafica el indice SLPI y creatinina sérica para cada paciente
incluido en el estudio graficandose la mediana y los percentilos 90 y 10 (78,2 y 28,3, respectivamente).
Del total de pacientes (73), sblo se pudo hacer un seguimiento a los 6 meses de 49 pacientes, identificAndose
7 pacientes con episodios de rechazos humoral o mixto (circulo negro). Otros 6 pacientes presentaron
complicaciones como infecciones, sindrome metabdlico, trombofilia, hipertension arterial (triangulo negro). El
resto de los pacientes no presentaron complicaciones (circulo blanco).
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Discusion

El trasplante de o6rganos solidos vascularizados ha sido uno de los avances mas
destacados de la medicina en el dltimo siglo. Sin embargo, en la actualidad la
problematica de la disparidad entre el niUmero de trasplantes realizados y los pacientes en
lista de espera es alarmante. Por esa razon la comunidad médica recurrié al uso de
donantes de criterio expandido y gracias a su implementacién se logr6 aumentar el
namero de 6rganos disponibles a trasplantar. Sin embargo, también aumento el riesgo de
retraso de la funcion del injerto. En estos casos, el uso de biopsias pre-trasplante
permitiria determinar el estado del 6rgano, no obstante los factores de riesgo asociados al
donante no son los Unicos que influyen en el resultado post-trasplante, dado que también
son importantes aquellos asociados al receptor®®’. En esta tesis estudiamos algunos de
estos factores, vinculandolos a la expresion de mediadores inflamatorios y a la posibilidad
de utilizar a estos ultimos como biomarcadores predictores de la funcién renal. Asimismo,
exploramos la intervencion terapéutica antioxidante con el objetivo de reducir las
complicaciones tempranas presentes en los trasplantes de dérganos solidos

vascularizados.

1. Expresion de marcadores inflamatorios en pacientes trasplantados con o sin
DGF.

La relacion entre IRl y DGF se sustenta en la presencia de un complejo proceso
inflamatorio. El andlisis del microarreglo realizado en biopsias de pacientes con y sin DGF
mostrd que varios mediadores inflamatorios se encuentran aumentados en pacientes con
DGF. Los genes que mostraron una mayor diferencia en los niveles de transcriptos entre
pacientes con DGF y sin DGF fueron TGF- 3, IL-R1, IL-10, IFNAZ1, IL-1F7 y HMOX-1. Sin
embargo, se pudo corroborar esa diferencia por RT- qPCR, en un nimero mayor de
pacientes so6lo para TGF- B, IFNA1, IL-1R1, y HMOX-1. Ciertamente los farmacos
inmunosupresores pueden afectar la expresion de genes, por esta razén es importante
mencionar que, en este estudio, el perfil diferencial de transcriptos observado no se debi6
a diferencias en la inmunosupresion, ya que todos los pacientes incluidos tuvieron el
mismo tratamiento inmunosupresor.

Un aspecto a destacar de esta primera parte del trabajo, fue que no todos los mediadores

inflamatorios se ven alterados con DGF ni, en aquellos que encontramos una expresion
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diferencial, se vinculan de la misma forma con los factores de riesgo. Basados en la
actividad de los mediadores IFNAl e IL-1R1, podemos especular que el patrén de
citoquinas aumentadas en DGF es compatible con un estado proinflamatorio. Por ejemplo,
IFNAL tiene una accion antiviral bien conocida y también juega un papel importante en la
respuesta inmune adaptativa actuando sobre las células dendriticas, las células NK y los
linfocitos?® 214, Ademas, IL-1R1 es un receptor de sefializacién para IL-1, la cual es una
citoquina con funciones pleiotropicas, estimulando la angiogénesis en sitios de
inflamacién, desencadenando la expresibn de otras citoquinas proinflamatorias y
contribuyendo a la polarizaciéon de células Th17 #°. La regulacién positiva de IL-1R1
observada en biopsias de pacientes con DGF sugiere que estos riflones podrian ser mas
susceptibles a la IL-1, presente en microambientes proinflamatorios. De acuerdo con este
microambiente proinflamatorio, encontramos que los niveles del transcripto de TGF-,
citoquina antiinflamatoria, son menores en los pacientes con DGF?%, Su efecto
inmunosupresor es bien conocido dada la inhibicién de la activacién de los linfocitos, pero
también se ha descripto una actividad proinflamatoria?!® 217, A su vez y en concordancia
con nuestros resultados, se ha descripto que pacientes con genotipo de baja produccién
de TGF-B poseian un deterioro significativo de la funcién de injerto a cuatro afios post-
trasplante?!8, A diferencia, los niveles de transcripto de HMOX-1, enzima importante que
degrada el grupo hemo en mondxido de carbono, biliverdina y hierro libre, se encuentran
aumentados en pacientes con DGF. La expresion de HMOX-1 es inducible en respuesta a
estrés y tiene actividad antioxidante, antiinflamatoria y antiapoptética 2!° 2%, De hecho, la
expresion de HMOX-1 protege del rechazo crénico®?!. El aumento de la expresiéon de
HMOX-1, tanto por transferencia de genes o por induccion farmacolégica, confiere una
proteccién significativa contra la lesion isquémica renal®®?. Es probable que la mayor
expresion de HMOX-1 en pacientes con DGF se deba al microambiente proinflamatorio
detectado en las biopsias y, por mecanismos de retroalimentacion, tienden a controlar el
estado proinflamatorio.

Los hallazgos en las biopsias tomadas a los siete dias, son los resultantes de los
diferentes factores aportados por el donante (como la edad, el IMC y la creatinina de
preablacién), el periodo de procuracion e implante (TIF, tiempo de isquemia caliente y tipo
de liquido de preservacion) y el receptor (edad, IMC). De hecho, hay muchos mas
factores que influyen en el DGF, como la terapia de inmunosupresion??. Sin embargo, al
analizar las correlaciones entre los mediadores descriptos y cada uno de los factores que

contribuyen al DGF, se determind la fuerza relativa de cada factor en el proceso
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inflamatorio. De los factores derivados del donante que fueron analizados, la edad del
donante y la creatinina de preablacion se correlacionaron negativamente con TGF-3,
siendo la creatinina preablacion un factor que refleja el estado del rifion a injertar. En este
caso, nuestro trabajo indica que mientras mayor es el nivel de creatinina en el donante,
probablemente mayor es el dafio del riidn y por lo tanto el nivel de transcripto de la
citoquina antiinflamatoria ser4 menor, una vez implantado en el receptor. En realidad, al
mencionar un mayor dafio renal, lo que estamos especulando es sobre la mayor
capacidad inflamégena de un rifibn con niveles de creatinina pre-ablacion altos;
probablemente por una mayor carga de DAMPs. De esta forma pareceria que los factores
del donante influyen en la inflamacién al disminuir una citoquina inmunosupresora, como
TGF-B.

Entre los factores analizados, que no mostraron asociaciones con mediadores
inflamatorios, se destaca el TIF. Este resultado fue sorpresivo e inesperado ya que existe
una extensa bibliografia en donde se relaciona al TIF con la mayor expresion de
mediadores inflamatorios y con el DGF. Tal vez, la ausencia de diferencias significativas
en el TIF entre el grupo DGF y los no DGF, puedan explicar estos resultados (Tabla 8).

De los factores derivados del receptor, la edad se correlacioné negativamente con TGF-f3,
mientras que el IMC se correlacioné positivamente con IFNA-1. Lo que indica que factores
de riesgo relacionados al receptor se vinculan con mediadores tanto pro como
antiinflamatorios. Sin embargo, analizando en su conjunto estos resultados, el receptor (y
sus factores) pareceria influir de manera clara en el DGF, jugando un papel destacado
como factor pro-inflamogeno. Finalmente, se encontraron correlaciones con marcadores
de funcionamiento renal, post-trasplante. Por ejemplo, se observé una correlacion positiva
entre IFNA-1 con el indice restrictivo renal (Eco Doppler) y una tendencia de correlacion
negativa con diuresis, es decir que a mayores niveles de la citoquina proinflamatoria peor
funcionamiento tenia el érgano, lo que se vincula con lo observado en modelos animales
de IRI donde se observé que la deficiencia de dicha citoquina reduce el dafio renal®?*. Por
el contrario, se observd una relacion inversa a la descripta para IFNA-1, entre estos
parametros y TGF-B. A su vez, determinamos una correlacion positiva entre HMOX-1 y
glucemia, como ha sido descripto en modelos animales, donde al parecer la induccion
sostenida de la expresion de HMOX-1 resultaria en una disminucion de la
hiperglucemia??®. En resumen y a pesar del alto costo de la técnica, la utilizaciéon de un
microarreglo posibilité detectar mediadores que nos podrian permitir predecir el resultado

del trasplante a corto plazo. La identificacion de dichos mediadores fue beneficiosa para
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comprender el mecanismo responsable del DGF y aportar conocimientos para idear

estrategias tendientes a reducir sus consecuencias.

2. Biomarcador del estado del érgano a trasplantar en el liquido de perfusion.

Como fue mencionado en la introduccion, el DGF es un factor critico para la sobrevida del
injerto, razon por la cual seria muy importante disponer de herramientas que permitan
predecir cuales son los 6rganos que hardn DGF de aquellos que no lo desarrollaran. Al
respecto, otro objetivo de esta tesis fue buscar algin parametro que sirviera como
biomarcador que permitiera discernir el estado del érgano previo al trasplante. El
marcador seleccionado fue el SLPI. La eleccion del mismo se fundament6 en que, el SLPI
es una alarmina producida en respuesta a diferentes noxas y, ademas fue propuesto
como marcador de dafio renal agudo*®. La muestra elegida donde medir SLPI, fue el
liquido de perfusion con el que se realiza el lavado de los injertos previo al trasplante. Las
ventajas de utilizar este liquido son claramente superiores al ser un liquido que se
descarta y por lo tanto es un método completamente no invasivo

El volumen de liquido habitualmente utilizado para realizar el lavado del rifidn, es variable
y depende mucho de los cirujanos. En general se utilizan 500 ml, pero en la practica
perfunden al rifibn hasta que del mismo comienza a salir liquido libre de sangre. Cabe
sefalar que en los primeros mililitros se obtiene un liquido que arrastra material (sangre,
células) estacionado en el 6rgano, durante todo el proceso de almacenado en frio. Por
esto, fue que se tomé la decision de tomar dos fracciones del liquido de perfusion para
medir al SLPI: los primeros 50 ml (SLPI-A) y los ultimos 50 ml (SLPI-B).

Dado que existen factores de riesgo para el desarrollo de DGF lo primero que se
determiné fue la existencia de correlacion entre los niveles de SLPI y dichos factores de
riego, entre ellos edad del donante, IMC del donante, creatinina pre-ablacién y TIF. Del
andlisis de los resultados, concluimos que el nivel de SLPI-B podia ser un buen
biomarcador de riesgo ya que observamos correlaciones positivas, con la edad del
donante. Con respecto a estos resultados, existen trabajos clinicos que avalan el riesgo
que conlleva este factor dado que, pacientes trasplantados con rifiones provenientes de
donantes afiosos poseen peor pronostico que aquellos trasplantados con érganos de

donantes jovenes??6,
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Otro factor analizado fue el TIF. Al igual que lo observado con las biopsias, usando la
determinacion de SLPI en el liquido de perfusién no observamos una asociacion entre el
SLPI y el TIF, reforzando que el pardmetro TIF no siempre se correlaciona con todos los
mediadores inflamatorios. Con respecto al IMC y el SLPI en el liquido de perfusion, se
pudo observar una tendencia de asociacion entre el IMC y el SLPI-B. Esto concuerda con
los resultados obtenidos en un trabajo retrospectivo donde se demostr6 que los pacientes
que recibian érganos de donantes con alto IMC tenian mayor riesgo de sufrir DGF en el
post-trasplante®?’.

Otra manera de evaluar los factores de riesgo, es a través del KDPI. EI KDPI es un indice,
adoptado en el afio 2014 por algunos médicos trasplantélogos, que a través de datos
demogréaficos del donante permite resumir el riesgo de fracaso del injerto en un solo
namero. Resultados preliminares de ensayos clinicos demuestran la posible correlacion
entre DGF y KDPI228, En nuestras mediciones pudimos observar que los niveles de SLPI-
B se correlacionan de manera directa con el KDPI y por lo tanto podria ser utilizado como
un marcador que reemplace o complemente al KDPI. Es importante destacar que el KDPI
es discutido ya que existen autores que lo postulan como un indice muy restrictivo. En un
estudio retrospectivo donde la eleccién de la utilizacién del 6rgano a trasplantar se basoé
en biopsias pre-trasplante permitié establecer que, si se hubiera utilizado el KDPI como
parametro para la toma de decision, se hubieran descartado mas 6rganos resultando en
un menor nimero de trasplantes #?°. Sin embargo, la implementaciéon de biopsias para
evaluar el estado del érgano a trasplantar, es un método invasivo.

De esta manera, nuestra técnica de medicion de SLPI en el liquido de perfusion para
evaluar el estado del drgano seria superior al KDPI, aunque para asegurarlo
completamente deberiamos realizar un nuevo estudio clinico aumentando la cantidad de
liquido de perfusion analizado y fundamentalmente, ademas realizar estudios simultaneos
en biopsias donde se verifiqgue inequivocamente el estado del injerto a trasplantar.

Las correlaciones halladas entre el SLPI y los factores de riesgo permitian especular
sobre una posible asociacién entre el SLPI en el liquido de perfusion y marcadores
tempranos de funcionamiento renal, como por ejemplo la aparicion de DGF y sus
complicaciones. En efecto, tanto los pacientes que sufrieron DGF como aquellos que
presentaron rechazo agudo dentro de los primeros 6 meses post-trasplante, mostraron
tener niveles mayores de SLPI-B. Es importante destacar que hasta el momento se han
propuesto muy pocos biomarcadores que permitan establecer el funcionamiento del

organo post-trasplante a corto plazo previo a su implantacion. A su vez, otros
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biomarcadores propuestos para la determinacion del DGF son enzimas tubulares, asi
como proteinas de bajo peso molecular detectadas en orina o suero. Esto, contrasta con
nuestra propuesta dada la facilidad de obtencion de la muestra (liquido de perfusion) y
teniendo en cuenta que durante el DGF, la diuresis estd comprometida de forma tal que el
uso de biomarcadores urinarios no seria valorable, y quedaria como opcién métodos mas
invasivos 2%°. Por lo tanto, la determinacién de SLPI en el liquido de perfusion, permitiria a
los médicos, por un lado, determinar tanto la utilizacion del 6rgano, asi como también
estar preparados para futuras complicaciones.

Todos los resultados hasta aqui discutidos con respecto al liquido de perfusion, tienen en
cuenta al SLPI-B. Llamativamente los niveles de SLPI-A no evidenciaron los mismos
resultados. Esto podria corresponder a la existencia de cierta interferencia vinculada a la
carga sanguinea que presenta dicha muestra, ya que al ser los primeros 50 ml que se
obtienen del lavado del 6rgano previo a la cirugia, suele presentar hemolisis y restos

celulares, tal como fue mencionado mas arriba.

3. Intervencion terapéutica parareducir el DGF y el SPR

Otro aspecto a destacar en esta tesis, fue la posibilidad de evaluar el uso de un farmaco
antioxidante con el objetivo de evitar o minimizar el retraso en la funcién del injerto. Las
razones que llevaron a evaluar la utilizacion del antioxidante ALA fueron que, la formacion
de radicales libres participa en el proceso fisiopatolégico del IRl sumado a su utilizacién
en pacientes con neuropatia diabética presentando pocos o nulos efectos adversos.
Como fue descripto, se llevaron a cabo tres protocolos clinicos. En primer lugar, se
desarroll6 el protocolo de pacientes con trasplante renopancreético. Es importante sefialar
que se decidié evaluar el uso del ALA en este tipo de pacientes ya que dicha droga, en la
dosis utilizada en esta tesis, es la aprobada para el tratamiento de la neuropatia diabética
por las autoridades reguladoras locales. Es decir, que todos los pacientes de dicho
protocolo tenian indicacion médica para su utilizacion, al menos por via oral. De tal forma,
la administracién de ALA al momento del trasplante podria ser beneficiosa tanto por las
complicaciones relacionadas a la diabetes en el receptor como por su efecto sobre el IRI.

Los primeros resultados obtenidos del estudio, fueron muy alentadores ya que
rapidamente pudimos poner en evidencia que la utilizacion de ALA reducia algunos

mediadores de la inflamacion. Estos hallazgos, ademas, reforzaron los conocimientos que
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se tenian sobre las consecuencias deletéreas de las EROs, como uno de los principales
mecanismos responsables de la lesion del injerto en el trasplante de 6rganos solidos. Sin
embargo, la eficacia de las terapias antioxidantes ha sido cuestionada por una serie de
estudios en los cuales no se observaban efectos beneficiosos. De hecho, en nuestro
protocolo de trasplante renopacreatico, el tratamiento del receptor con una Unica dosis de
ALA en el momento de la cirugia (grupo R) no mejor6 sustancialmente la mayoria de los
pardmetros inflamatorios o bioquimicos analizados dentro de las primeras semanas post-
trasplante. A pesar de esto, si se observd una tendencia a la mejoria en algunos
pardmetros clinicos (como pancreatitis y disfunciéon renal), incluso tratando sélo a los
receptores del injerto. Esto nos hace pensar, que un mejor ajuste de las dosis de ALA y/o
del momento de la administracién podria mejorar el resultado del trasplante. De hecho, los
estudios preclinicos con animales han demostrado mejores resultados con dosis altas de
ALA (100 mg/kg) y han demostrado que dosis mas bajas (10 mg/kg), como la utilizada en
nuestro estudio, son menos efectivas!®. Al respecto, cabe aclarar que no existen en el
mercado ampollas de 600 mg de ALA. Esto implica que, para la administracion de ALA, se
necesitaron utilizar 12 ampollas de 50 mg, resultando una dificultad al momento de
implementar este protocolo durante un proceso tan complejo como lo es el trasplante de
un érgano.

Del conjunto de los resultados obtenidos con ALA, resulté muy llamativo lo observado en
aquellos pacientes que ademas de recibir ALA en el momento de la cirugia, también
recibian un érgano de un donante que habia sido previamente tratado (grupo DR). Los
resultados positivos, se obtuvieron en los pardmetros inflamatorios y funcionales del
injerto. De forma tal que la division en tres grupos experimentales, grupo control, grupo
DR y grupo R permitié6 determinar principalmente la importancia del tratamiento al
donante, indicando que en el donante cadavérico se esta produciendo un fendmeno de
activacion inflamatoria que impacta de manera desfavorable en el injerto. De hecho, el
analisis por RT- qPCR de mediadores en rifiones y pancreas derivados de donantes
tratados con ALA, demostré que éste favorecia la expresion diferencial de mediadores
con un perfil antiinflamatorio o menos inflamatorio. Por ejemplo, en rifion se detecté baja
expresion de C3 y alta de TGF- y en pancreas una notable expresion de HMOX-1. A su
vez se determind una elevada expresion de C3 en el pancreas en comparacion con los
organos derivados de donantes no tratados. En este sentido, es interesante destacar que

recientemente se propuso que la clasificacion original de C3a se cambiara de un
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"mediador proinflamatorio” a un "modulador inflamatorio”, basado en varias facetas
antiinflamatorias encontradas para C3a in vivo®",

Como se nombr6 previamente, uno de los factores analizados en las biopsias de los
donantes tratados, fue HMOX-1. Diversos trabajos han descripto efectos benéficos de
esta molécula antioxidante en varios modelos animales de IRI%? 24, Llamativamente en el
rifidn, una alta expresion de HMOX-1 parece estar asociada con un mal pronéstico, cabe
destacar que en el estudio de mediadores inflamatorios en pacientes con DGF
describimos un aumento de la expresion de dicha molécula, en consonancia con la
bibliografia?®> 233, A diferencia del rifién, en el pancreas, la regulacion positiva de HMOX-1
puede prevenir la fibrosis al inhibir la proliferacién de células estrelladas pancreéticas, de
forma tal que el resultado obtenido en dicho érgano seria beneficioso?*. El efecto global
observado en las biopsias del grupo DR comparado con el grupo no tratado indica
claramente un efecto beneficioso de ALA en el donante.

El precondicionamiento de los donantes para reducir IRl no es un nuevo concepto?® 23,
En un modelo animal, el tratamiento con esteroides o la administracion del ligando soluble
de P-selectina al donante con muerte encefélica, aumentd la sobrevida del receptor en
comparaciéon con el grupo no tratado®®. Ademas, en humanos, el tratamiento con
esteroides al donante cadavérico, redujo la expresion de citocinas proinflamatorias?’. De
hecho, en nuestro estudio, el grupo DR tenia una expresion reducida de IL-8 e IL-6
(Figura 15), no asi el grupo R. Por otra parte, la IL-10, considerada una citoquina
antiinflamatoria, no mostré diferencias significativas en ningun grupo tratado. Es
importante destacar que la eficacia de ALA en la disminucién de los niveles de algunas
citoquinas ya se describié durante la circulacién extracorpérea®®. Sin embargo, creemos
que al administrar ALA inmediatamente antes de la ablacién, estamos protegiendo al
organo de las EROs producidas durante el proceso de ablacion, en lugar de proteger
frente a la tormenta de citocinas, que cominmente comienza mas temprano en el donante
con muerte encefélica.

Otro de los marcadores analizados para evaluar la eficacia del tratamiento, fue la proteina
asociada a pancreatitis (PAP). Esta proteina ha sido detectada en el jugo pancreético
posterior al trasplante?® 24° y se describié como un buen marcador sérico para la lesion
pancreatica®’!. En pacientes que fueron tratados con ALA y a su vez recibieron injertos
tratados, los niveles plasmaticos de PAP 12hs post-trasplante fueron significativamente
menores en comparacion a las 0 hs post-trasplante. Por otro lado, se pudo observar el

mismo patrén para la alarmina SLPI. De hecho, se observé una fuerte correlacion directa
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entre PAP y SLPI (Figura 16C). Todos estos resultados indican que el tratamiento con
ALA afecta los niveles de mediadores inflamatorios plasméticos, y dicho efecto fue mas
pronunciado cuando, tanto el donante como el receptor fueron tratados. Sin embargo,
ambos grupos de pacientes tratados (R y DR) presentaron una tendencia hacia una
disminucion en la incidencia de disfuncion renal temprana y pancreatitis.

La complejidad de los multiples mecanismos patolégicos que causan disfuncion renal y
pancreatitis podria explicar la falta de una asociacion ideal entre todos los marcadores
inflamatorios analizados y el resultado clinico en el grupo R. Esta diferencia en los
resultados segun el tratamiento, sugieren que, el precondicionamiento del donante con
ALA desempefia un papel protector importante, pero insistimos que es probable que sea
necesario el ajuste de la dosis para observar resultados mas significativos. A su vez, la
administracién de ALA en los dias post-trasplante también podrian ayudar a mejorar los
resultados. En general, el ALA es un farmaco bien tolerado que puede tener efectos
secundarios menores, en nuestro estudio dichos efectos no han sido detectados.

Estos resultados indican que el uso de un antioxidante puede reducir los marcadores
inflamatorios y mejorar algunos parametros clinicos en trasplante renopancreatico
humano. De hecho, este estudio preliminar sugiere que el precondicionamiento con ALA
puede ser adecuado para disminuir los marcadores inflamatorios durante los primeros
dias post-trasplante, lo que disminuiria posteriormente la incidencia de disfuncion renal

temprana y pancreatitis de injerto.

Posteriormente, luego de dar a conocer los resultados en trasplante renopancreatico, se
inicio el protocolo en trasplante hepatico. Su implementacion se justificé por la alta
morbimortalidad presente en este tipo de intervenciones en el periodo post-trasplante
inmediato, con complicaciones severas por IRI. En estos casos, y con la experiencia ya
adquirida con los trasplantes renopancreaticos, los pacientes se dividieron en un grupo
control y un grupo tratado (donde el 6rgano recibia dos veces la administracion de ALA,
como en el grupo DR del protocolo renopancreatico).

Los resultados obtenidos con la utilizacion de ALA en trasplante hepatico, también
evidenciaron resultados beneficiosos para los pacientes. Los estudios de los niveles de
transcripto de mediadores en biopsias hepaticas, obtenidas luego de la reperfusion,
indicaron cambios en la expresion de algunos genes, como por ejemplo disminucion de
PHD1 y PHD2. Llamativamente, estas enzimas se vinculan con la respuesta a hipoxia.

Estas enzimas modulan post-traduccionalmente la actividad de la subunidad HIF-1a dado
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gue son las encargadas de hidroxilarlo y de esta forma favorecer su degradacion. Ya que
la presencia de oxigeno es un requisito para dicha actividad, este proceso se suprime en
hipoxia permitiendo que el HIF-1a escape de la destruccion y permita la activacion de la
transcripcion de genes blanco. Bernhardt W. et al, determinaron que el pretratamiento del
organo con un inhibidor de PHD2 mejoraba los resultados a corto y largo plazo después
del trasplante alogénico en un modelo animal®®. A su vez Schneider M. et al, observaron
que tanto animales knockout para PHD1 como aquellos tratados con un shRNA para
dicha enzima mostraban estar protegidos contra IRl hepatico?*2. De forma tal, que la
disminucion de los niveles de transcripto en las biopsias estaria indicando una proteccion
frente a la hipoxia generada por la isquemia. Por otra parte, debemos destacar que los
niveles de transcripto de SLPI en el grupo tratado mostraron una tendencia a ser mayores
gue en el grupo control. No esta descripto en la bibliografia que el ALA induzca la
expresion de SLPI. Sin embargo, Schneeberger et al analizaron la expresion endbégena de
SLPI en un modelo animal de trasplante cardiaco®. Estos investigadores determinaron
gue el SLPI aumenta en IRl y la falta de expresion del SLPI endbégeno se vincula con un
peor funcionamiento cardiaco postrasplante. La alta expresion de SLPI detectada, en
nuestros estudios, a nivel local en los pacientes tratados con ALA indicaria una mayor
proteccién tisular debido a su actividad antiinflamatoria y antiproteasa. Por el contrario,
cuando se realizaron las mediciones de este mediador en plasma se observé que sus
niveles eran menores en el grupo tratado en comparacion con el grupo control; indicando
que los pacientes tratados con ALA presentan un estado de menor inflamacién sistémica,
y por lo tanto menor nivel plasmatico de la alarmina SLPI 243,

Otro de los transcriptos que mostré diferencia en sus niveles segun el tratamiento fue
Reg3a/PAP. En pancreas se sabe que aumenta su expresion frente a inflamacién, sin
embargo, sobre higado no hay mucho descripto. Esta proteina en tejido hepatico normal
no suele ser detectada, pero en pacientes con cirrosis sus niveles séricos se encuentran
elevados?®. En este estudio, se determind que las biopsias hepaticas de pacientes
tratados con ALA tenian menores niveles de transcripto Reg3a/PAP comparado con los
pacientes del grupo control. Por esta razon creemos que al ser una proteina que aumenta
en inflamacion, su expresion se induce en trasplante, y dicha disminucion del transcripto
entre el grupo tratado y control, estaria demostrando un menor nivel de inflamacion en el
tejido hepético de los pacientes trasplantados. Es interesante remarcar que estos

resultados se reflejan también en los niveles plasméticos. Los pacientes del grupo control
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mostraron un aumento en los niveles de PAP al dia 1 post-trasplante, a diferencia de los
pacientes tratados con el antioxidante, que mantuvieron sus valores constantes.

Desde el punto de vista clinico, en el trasplante hepético se puede presentar una
complicacion temprana con graves implicancias denominado sindrome post-reperfusion
(SPR). La incidencia de este sindrome varia en gran medida entre diferentes estudios, en
los que va desde un 12%?2* 24 a un 77%?2*. Esta variabilidad, podria resultar de la
poblacion estudiada, del manejo terapéutico, e incluso a la definicién establecida para el
SPR en cada centro. A pesar de esta variabilidad, es una complicacion que aumenta la
mortalidad perioperatoria para la cual no existe un tratamiento eficaz de prevencion?® 247,
Por esta razon es importante destacar la gran diferencia de incidencia del SPR en nuestro
estudio, entre el grupo tratado versus el grupo control. De esta manera, y al igual que en
trasplante renopancreatico, la administracion de ALA parece tener un efecto beneficioso,

al menos en el periodo post-trasplante inmediato.

Como fue mencionado previamente, el rifibn también sufre consecuencias en el periodo
post-trasplante inmediato que se caracteriza con el denominado DGF. Por lo tanto, era
I6gico comenzar con otro ensayo clinico en trasplante renal para observar el efecto de la
administracién de ALA. Sin embargo, para este protocolo no fue posible administrar ALA
al donante, pero si se pudo perfundir la droga al 6rgano a trasplantar en el quir6fano,
previo al trasplante. Los resultados preliminares hasta aqui obtenidos con ALA en
trasplante renal, no pudieron demostrar un efecto benéfico sobre la aparicion del DGF,
pero se pudo advertir, que los pacientes de la Rama Control necesitaron mas sesiones de
dialisis, para mantener la homeostasis, en comparacion con la Rama Activa. Lo cual es
interesante, no sélo por el costo de la dialisis sino también por la calidad de vida de los
pacientes.

Todos los protocolos clinicos con ALA contindan realizandose para llegar a un ndmero
minimo de pacientes, para lograr no sélo una publicacién sino también la presentacion a

la ANMAT para obtener una nueva indicacion de ALA en trasplante.

4. Administracion de SLPI en modelos animales de dafio renal.

Otro objetivo evaluado en esta tesis fue el estudio de la funcién de la alarmina SLPI en la

fisiopatologia del trasplante de érganos soélidos vascularizados, estudiando en primer
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lugar su potencialidad como inmunomodulador en un modelo de rata de dafio por
isquemia reperfusion renal. En este modelo se pudo demostrar que la administracion del
SLPI tiene un efector protector, dado que disminuyd la urea y creatinina plasmética al
igual que la NTA. Evidentemente, estos resultados son muy relevantes, ya que permiten
postular al SLPI como un nuevo tratamiento que permitiria reducir el IRI, y asi reducir el
DGF. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Lentsch et al *” en higado, quien
demostré que el SLPI enddgeno tiene un efecto protector en el IRI hepético. En este
trabajo se observé que el bloqueo del SLPI enddgeno, aumento la expresion de citoquinas
proinflamatorias y la acumulacion de PMN. En el mismo trabajo, también se pudo
observar que al administrar SLPI exdgeno se produjo una disminucién de TNF-a y
CXCL2. Nosotros pudimos extender estos hallazgos al demostrar que el tratamiento con
SLPI redujo el reclutamiento de monocitos/macréfagos medido por la expresién de
clusters de diferenciacién tipicos como CD68 para macrofagos y CD14 para monocitos.
Este resultado podria deberse a la disminucion en los niveles de expresion de CCL2;
siendo la principal proteina quimioatractante de monocitos. En cambio, la expresion de
otra quimiocina (para neutréfilos) como CXCL2 no mostrd diferencias estadisticamente
significativas. Todos estos datos nos permiten plantear un posible mecanismo de accion
en el cual el SLPI previene el dafio tisular, evitando el reclutamiento de CPA al tejido
isquémico modificando el perfil de expresion de determinados quimioatractantes.

Un aspecto relevante de esta tesis fue demostrar que los efectos nefroprotectores del
SLPI no se circunscriben a modelos de dafio por isquemia reperfusion renal, ya que el
efecto protector también se observé en un modelo de nefrotoxicidad por gentamicina. De
esta manera podemos especular que el fendmeno de proteccion del SLPI no se daria s6lo
por su efecto sobre el sistema inmune, sino también a través de un efecto directo sobre el
parénquima renal, dado que el sistema inmune no esté involucrado de forma directa en la

fisiopatologia del dafio por gentamicina.

5. Funcion de SLPI en trasplantes renales humanos.

El efecto nefroprotector del SLPI en los modelos animales nos impuls6 a estudiar el rol
fisiologico de esta proteina en pacientes trasplantados renales, estudiando inicialmente la
expresion de transcriptos en rifiones al momento del trasplante. Del analisis de estos

estudios pudimos concluir que la expresion de SLPI se correlacionaba en forma directa

136



con mediadores con actividad antiinflamatoria como TGF-f y HMOX-1, dos transcriptos
que también se modificaron en las biopsias de los pacientes tratados con ALA en los
protocolos clinicos renopancreéticos. En la bibliografia existen trabajos que demuestran la
funcion de estos mediadores en IRI. En un modelo de IRI renal, Qiunong et al mostré que
la ausencia de TGF- aumentaba el dafio. Asi como también fue descripto que los niveles
de HMOX-1 aumentan por IRI, como retroalimentacién negativa con el fin de minimizar el
dafio?*®, Dada la correlacién positiva descrita y su actividad antiinflamatoria, creemos que
el SLPI se comportaria de igual forma. Esta hipdtesis se reforzaria por los resultados
funcionales observados a corto plazo, donde se evidencié que aquellos pacientes que
tuvieron mayores niveles de transcripto en la biopsia al momento del trasplante, tuvieron
menores niveles de creatinina al décimo dia. Es importante destacar que también en el
protocolo de trasplante hepdtico, los niveles de transcripto de SLPI se vieron aumentados
en los pacientes tratados con ALA, los cuales presentaron menos SPR. En conjunto estos
resultados estarian avalando un rol protector del SLPI a nivel local en los tejidos. A la vez,
gue podrian servir como biomarcador de la evolucion del trasplante a corto plazo. Aunque
la practicidad del mismo estaria comprometida al tratarse de biopsias.

Cuando estudiamos los niveles plasmaticos de SLPI en pacientes trasplantados renales,
los resultados protectores no fueron tan claros como esperabamos en un primer momento
ya que existe una correlacién positiva con la creatinina. Lo que creimos podia deberse a
varias cuestiones. En primera instancia, pensamos sobre la existencia de un estado de
refractariedad del sistema inmune a la accién del SLPI, tal como lo habiamos descripto en
trabajos previos del laboratorio, para pacientes tuberculosos?'!. Sin embargo, esta
hipotesis resulto falsa al demostrar que la proliferacion de CMSP en respuesta a PHA de
los pacientes inmunosuprimidos es inhibida por SLPI, tal como lo hacen con CMSP
derivadas de individuos sanos. Por otro lado, un dato interesante e inesperado fue la
correlacion indirecta entre la proliferacion leucocitaria con los niveles plasmaticos de SLPI
en los pacientes trasplantados, sugiriendo que el SLPI enddgeno al igual que el exdgeno
genera una inhibicion de la proliferacion, favoreciendo la inmunosupresion en el paciente.
Otro aspecto analizado para explicar la correlacion directa entre los niveles de SLPI y los
niveles de creatinina plasmatica, fue la metabolizacién renal del SLPI en los pacientes
trasplantados. La metabolizacién del SLPI por el rifién ha sido descripta previamente?!°.
De hecho, los pacientes en el pre-trasplante presentan niveles muy altos de SLPI, los que
se reducen luego del trasplante, sugiriendo que el mejoramiento de la funcién renal

permite una mejor depuracion del SLPI. Sin embargo, los niveles de SLPI contindan
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siendo altos en los pacientes trasplantados en comparacion a los valores hallados en
voluntarios sanos. Estos valores elevados que, ademas con el tiempo de trasplante van
disminuyendo, podrian deberse a una mayor produccién de SLPI por presencia de
estimulos inductores en el paciente trasplantado. De hecho, nosotros demostramos que
monocitos derivados de pacientes trasplantados responden con una mayor produccion de
SLPI en respuesta a células epiteliales apoptéticas (Figura 39). Este mismo efecto fue
descripto por Odaka et al quien describi6 la produccion de SLPlI mediante
monocitos/macréfagos murinos expuestos a células apoptoticas. Por lo tanto, es probable
que en los pacientes trasplantados los niveles plasmaticos de SLPI correspondan a una
mayor produccién de SLPI y/o a una menor metabolizaciébn renal, aunque tampoco
podemos descartar la presencia de factores inhibidores de SLPI. Entre estos Ultimos, se
destaca el IFNy que en individuos sanos reduce los niveles de SLPI?*'. De hecho, IFNy
puede estar incrementado en los episodios de rechazo del injerto,

Los niveles plasmaticos de SLPI son el resultado de mudltiples factores. Por lo tanto,
creemos que la posibilidad que el SLPI plasmatico pueda servir como biomarcador de
dafio o proteccion, dependera de la manera en que se mesure cada uno de los factores
involucrados. Siendo la metabolizacion renal un factor importante, la relacion
SLPl/creatininemia podria ser un indice apropiado para ser utilizado como biomarcador.
De hecho, nosotros pudimos establecer un rango de normalidad de este indice (con un
valor de mediana de 43,1) en base al percentilo 10 y 90 de 28,3 y 78,2, respectivamente,
gue nos permitié evidenciar pacientes que estaban cursando episodios de rechazos o que
cursaron episodios de rechazos dentro de los seis meses siguiente a la determinacion del
indice. Estos resultados son muy promisorios, aunque ain no podemos saber a ciencia
cierta, la fuerza que podra tener este indice para poner de manifiesto rechazos clinicos o
subclinicos, y la posibilidad de distinguir entre rechazos u otras complicaciones. Para ello,
deberemos aumentar el nimero de pacientes con rechazos y la comprobacion de los
mismos a través de la realizacién de biopsias. Por ahora, tampoco podemos saber, si este
indice podra discriminar entre episodios de infecciobn y rechazos o si la terapia
inmunosupresora puede influir en el indice. Lo Unico que podemos afirmar, es que un
indice elevado o muy bajo es una sefal de alarma que requiere de un estudio mas
exhaustivo del paciente.

Mas alla de la posibilidad de utilizar al SLPI como biomarcador, surge la incognita sobre la
funcibn que cumple en el organismo. Previamente, mencionamos sobre un efecto

benéfico al suprimir la respuesta inmune, pero ademas aparentemente ejerce
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mecanismos de proteccion directos sobre el parénquima renal. Estos resultados son
avalados al incubar células epiteliales tubulares renales humanas con diferentes
concentraciones de SLPI. Este efecto se demostrd in vitro, por diferentes técnicas,
utilizando distintos modelos de nefrotoxicidad como ser la deprivacién de suero o la
incubacién con altas concentraciones de un inhibidor de calcineurina. Este ultimo hallazgo
es de suma relevancia clinica, ya que el tacrolimus es un inhibidor de calcineurina y uno
de los principales y més eficientes inmunosupresores utilizados en la clinica. La presencia
de toxicidad por tacrolimus obliga al médico a cambiar el tratamiento inmunosupresor por
alguin otro inmunosupresor menos eficiente o con mas efectos adversos. Por lo tanto, es
posible especular con una futura utilizacién de SLPI, que tenga como objetivo reducir la
nefrotoxicidad aumentando la sobrevida de los érganos trasplantados.

Los mecanismos de nefroproteccibn del SLPI sobre las células epiteliales fueron
examinados utilizando un microarreglo. Estos experimentos nos mostraron las posibles
vias involucradas en este mecanismo nefroprotector. El FK506 aumentd notablemente los
niveles de transcriptos relacionados con muerte celular (BECN1), hipoxia (BNIP3L), estrés
osmdético (SLC5A3) y respuesta inflamatoria (CCL2). Por el contrario, el co-tratamiento
con SLPI disminuy6 los niveles de ARNm inducidos por FK506 y notablemente aument6
los niveles de ARNm de proteinas de choque térmico (ATF4, ATF6, HSP90AAL) y TLR4,
que corresponde a uno de los receptores para estas proteinas (Figura 38). De todos estos
resultados, es llamativa la mayor expresion de las proteinas de choque térmico inducido
por SLPI en presencia de tacrolimus (FK506). El aumento de las mismas, no seria extrafio
en las células tratadas con el inhibidor de calcineurina, ya que las proteinas de choque
térmico aumentan por muchos factores de estrés como aumento o disminucion de
temperatura, cambios en la presion osmética, sustancias téxicas (como en este caso),
cambios de pH, isquemia, entre muchas otras situaciones estresantes. Sin embargo,
resulta extrafio que el SLPI incremente ain mas los niveles de estas proteinas, excepto
gue se comprenda la funcién de las mismas. Como se sabe, las proteinas de choque
térmico ayudan a la célula a conservar o degradar las proteinas desnaturalizadas por el
fendmeno estresante, uniéndose a ellas para evitar que se agreguen, marcandolas para
luego destruirlas, 0 manteniendo las cadenas de polipéptidos desplegadas en un estado
competente. De esta manera, el SLPI incrementa las herramientas para que,
desaparecido el factor estrés, las proteinas puedan volver al plegamiento inicial,
recuperando su conformaciéon tridimensional y por lo tanto recuperar su funcion

intracelular. Entre otras palabras, el SLPI no cura, pero prolongaria la posibilidad de
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viabilidad celular siempre y cuando el estimulo estresor desaparezca 0 amaine su
actividad.

Es probable que el efecto del SLPI no sélo sea mediado a través del aumento de la
actividad chaperona, ya que también se observdé una disminucién de CCL2. Este
resultado concuerda con lo observado en el modelo de IRI renal cuando los animales eran
tratados con SLPI, de forma tal que la inhibicion del reclutamiento de monocitos seria uno
de los mecanismos por los cuales el SLPI minimizaria el dafio. De esta manera,
podriamos concluir que el efecto del SLPI seria mediado a través de un efecto directo
sobre las células renales y un efecto indirecto sobre el sistema inmune.

Es necesario remarcar que existen otras variables que influyen sobre los niveles de SLPI.
Entre ellos, y uno de los mas significativos es el tiempo transcurrido desde el trasplante,
en donde se observa que a medida que el tiempo transcurre, los niveles séricos de SLPI
disminuyen. Estos datos estarian indicando que a mayor tiempo post-trasplante habria
una menor presencia de estimulos inductores de SLPI, siendo una de las consecuencias
la menor capacidad protectora, dejando a los rifiones mas susceptibles a noxas tales
como respuestas inmunitarias alogénicas e incluso farmacos nefrotéxicos.

Dado este conjunto de resultados, postulamos que, ademas de la probable
metabolizacién renal del SLPI, en los pacientes trasplantados renales existiria un
mecanismo de control, donde los niveles de SLPI aumentan en respuesta al dafio con el
objetivo de minimizar la muerte celular. Si este fuera el caso, hipotetizamos que los
pacientes con niveles elevados de SLPI deberian tener una evolucion a corto plazo
diferencial con respecto a los pacientes con niveles bajos de SLPI. Sin embargo, la
exteriorizacion de este mecanismo protector in vivo, dependera de la eliminacion de los
estimulos que llevan al incremento de SLPI. Para lo cual deberiamos evaluar un nimero
mayor de pacientes.

Por dltimo, también es importante sefialar la funcion diferencial del SLPI local vs el
sistémico. El SLPI local, encontrado en las biopsias, se asocia con resultados de buen
funcionamiento renal a corto plazo. En cambio, el SLPI sistémico, y aln el encontrado en
el liquido de perfusién, se asocian con resultados de peor funcionamiento renal,
probablemente al actuar como biomarcador de dafio.

En conjunto todos estos resultados no solo avalan la funcién nefroprotectora del SLPI,

sino que también lo postulan como posible biomarcador de la funcion renal a corto plazo.
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Conclusiones

En esta Tesis Doctoral hemos demostrado que:

» Existen mediadores inflamatorios que poseen una expresion diferencial entre
pacientes que sufren DGF y aquellos que no, en particular TGF- 8, IFNA1, IL-1R1,
y HMOX-1.

» Estos mediadores se vinculan con factores de riesgo tanto del donante como del
receptor para el desarrollo del DGF. En particular TGF-B se correlaciond
negativamente con la edad del donante y la creatinina de pre-ablacién, asi como
también con la edad del receptor. Mientras que IFNAl se correlacioné

positivamente con el IMC del receptor.

» A mejor funcién renal, mayor nivel de TGF-  y menores de IFNA1, y HMOX-1.

» Pacientes que sufrieron DGF tuvieron niveles de SLPI elevados en el liquido de
perfusion. Pacientes que sufrieron rechazo dentro de los 6 meses post-trasplante
tuvieron niveles de SLPI altos en el liquido de perfusion.

» EIl precondicionamiento con ALA del 6rgano a trasplantar, reduce los niveles de
citoquinas inflamatorias como IL-8 e IL-6, alarminas plasmaticas como SLPI y

PAP, y mejora el resultado del trasplante a corto plazo.

» En modelos animales, el tratamiento con SLPI es capaz de disminuir el dafio renal

agudo generado ya sea por IRI o toxicidad.

» El SLPI inhibe la proliferacion leucocitaria de CMSP de pacientes trasplantados

renales.

» Pacientes trasplantados renales que poseen niveles elevados de SLPI enddégeno

muestran tener una menor capacidad proliferativa linfocitaria in vitro.
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» El SLPI tiene capacidad de disminuir la apoptosis de células tubulares renales in

vitro, reduciendo mediadores vinculados a la hipoxia, estrés osmotico, muerte
celular y factores quimiotacticos de monocitos, y aumentando proteinas de choque
térmico y TLR4.

Los monocitos de pacientes trasplantados aumentan la expresion de SLPI en
respuesta a células apoptoticas.

Pacientes trasplantados con indices altos y bajos de SLPI/creatinina tienen mayor
probabilidad de estar cursando episodios de rechazos.

Todos estos resultados nos permiten postular el siguiente modelo:

CONCLUSION - MODELO

Noxa
Respuesta inmune
Isquemia —
Drogas nefrotoxicas
/|

Estos resultados prueban que el SLPI tiene una funcion protectora sobre las
células epiteliales y favorece la actividad inmunosupresora
disminuyendo la proliferacion linfocitaria

Ademas, podemos especular que los altos niveles de SLPI en los pacientes
trasplantades se producen por dafio celular y tiene como objetivo proteger al
rifion y, a la vez, controlar la respuesta inmune para reducir el dafio renal
ocasionado por la respuesta inmune alogénica.
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