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*RESUMEN

FEl oxido nitrico (NO) an derivado de la L-arginina cjerce una vanedad de efectos i
tixiopatologicos tanto a nivel renal como sistémico. 121 NO es generado por 3 psoformas Jde a sintasa de oxido
nitnco (NOS): dos 1sofonm s constiiutivas - de respucsta aguda Hamadas NOS neuronal o cerebral (nNOS) v
NOS endotelial (eNOS), v una isoforma mis persistente Jlanada inducibie GNOS). NO repula Ia filtracion
glomerular, la resbsorcion (shular v la seerecion intrarenal de renina. Micntuas que ¢l NO pucde tener un
papul benelico como moledala mensajera v de detinsa del huespead. su producaion excesiiva puade ser
CHOLON La genaracion trar sitopa de NO carsctenstca de la acuvacion de ¢ NOS es critica para la actividad
de algunas enzamas asi come para la m g de vasorclajacion, sctividad anti-apoptonc v proteccion
contra stress oxidativo, Por o ra pane. la gencracion sostenida v Jde gran magnitud de NO - por iNOS,
dependiendo del contesto celular puede Hevar a un ampho espectro de secuclas. La progresion del dano renal
¢l ocurso de nv.trup.lu.h s asockl con cambios en cl patron de expresion de las sinusas, gencralmenie
distinucion de Le cNOS vaumento de iINOS in o que se refiere o la patologs ded trasplante renal ¢l NOY ha
stdor ampls, O en La patopgenesis del rechazo agudo v cronico del alomnyerto asi como en la netrotoviaidad por
Farmacos tmunosupresores. on partcalar e rclacionada a aiclosponna A aluando medianie RTI-PCR o
mmunohistoquinica fa expresion de las 3 asoformas de NOS en espeaimenes de biopsia de aloingenos renales
n pacientes sometidos g bopsia del angerto en tonna protocolana o bien por disfuncion apuada o cropica del
nosstros encontramos que on o curso de 3 difiarenies netropatas, defindas instopatologicamente
! por aiclosponni rechivo agudo s netropatia cronica del aimenton ¢l paron Jde espresion de
[a admuimistracion de CsA no modifico significativamente fos miveles de eNOS,
contrarrestar al mwenos en parte ¢ etecto

nerto.
netrotose
NON ~e encuentra slicrad,
suginendo que ol ON producado por esty sotonma pudic:
vasoconactor de esie inmunosupresor, lo que s asocio ademas con una mayor expresion Je la isoforma
mducibie Los criectos protectores de NO tates como presencion de 1o scuvucion de leucoutos s adhesion de
plaquctas han sido atrtburdos il NO penerado por la sintasa endotehial, To que apovana el potencid ctecto
boenetico de fa expresion patnica sostemida de eNOS durante la adnumistracion cromea de CsA. Ln relacion con
or expresion de Los mveles de iNOS tanto s mivel genico comeo proteice,

~os. Adema:

¢l recharo agudo, s abservo una
hr cual padna contnburr al Jdalo yascular, plomerular v tubsiomtersucial observade en estos

«n proesencia de rechiro agudo 1a sobre evpresion de iINOS ¢ ha asociado con anfiltracion celular El papal v
fa tuente Jdel Nor en o nctropatia cromic ded alomieno aun no son claros, sin anbargo en este estudio se
cncontre un bajo mivel de espresion de as 3 sotormas de NOS en casos de netropatia cromea del slomjerto,
e g nnel genteo ast como por inmunohistoquimica. probablemente detado a o avanzado del dano usular,
icha dianmucion on Ja enpresion de NOS on jos casos de netropatia crovmes puede deberse
maanamto on la concentracion Jde inhibudores endogenos airculuntes de NOS Cuando Tas tine
Ias rotormas de NOS ~on bloquesdas, los clectos deletereos de o ainhibicion de o NOS g anablemente
praevaleeen sobte Los posibles benetiaos de aainnbicion deaNOS

nes de todas
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*INTRODUCCION

FISIOLOGIA DEL OXIDO NITRICO
El hecho de que un gas nocivo y un contaminante ambiental como lo es el oxido nitrico
(NO) juegue un papel tan imponante en la fisiologia y fisiopatologia. fue una gran sorp. 2sa
para muchos investigadores. La multiplicidad de efectos de esta molécula, claramente
apoya el hecho de que el NO fuera nombrado la molécula del ano en 1992,

El descubrimiento de que NO causa relajacion del musculo liso vascular fue hechoen 199
11 1o cual fue previo al descubrimiento de la vasorelajacion dependiente del endotelio y dul
factor relajante derivado del endotelio 12l En 1980 Furchuott v Zawadski descubrieron que
en anillos aislados de aorta de conejo la relajacion inducida por acetilcolina dependia de la
presencia de una monocapa de células endoteliales. Ellos concluveron que la activacion de
receptores muscarinicos en células endotehales disparaba la generacion  de un factor
difusible y transfenible que relajaba el musculo liso vascular: a este factor le Hamaron factor
relajante dertvado del endotelio (FRDE) Posteriormente encontraron que la relajacion
dependiente del endotelio ern inhibida por proteinas heme las cuales se unen ¢ inactivan al
NO v que tanto el NO como ¢l FRDE acuvaban guanilato ciclasa 12l Lo anterior llevo a
proponer a Furchgott e Ignarro que en realidad el FRDE correspondia al NO !

Estudios sobre el mecanismo de accron de nitroglicerina, 1soamilo nitrito v nitroprusiato de
sodio revelaron que cada uno de estos nitro compuestos hiberaban NO al contacto con el
musculo hso vascular Porlo anto. el mecanismo de accion de estos mitrovasodilatadores se
atnbuyo a la generacion ae NO en el musculo liso vascular. donde el NO activa guanilato
ciclasa v estumula la biosintesis intracelular de GMPc.

Dada la gran reacuvidad v ¢l mpido metabolismo de esta sustancia. los efectos biologicos
predominantes del NO son ¢jercidos localmente ¥y sus efectos especificos dependen de la
canudad de NO presen e ast como del sino de produccion. Por gjemplo., el NO producido
por macrofagos ttene un papel predominante en la ciotoxicidad. ElI NO producido en la
pared artenal lleva prnimanamente a vasodilatacion. Debido a su rapida oxidacion en el
lumen artenal. la accion vasodilatadom del NO se ejerce en forma autocrina o paracrina. En
el musculo liso svascular, ¢l NO actua como un segundo mensajero para inducir
vasodilatacion Al unarse a2 la miad det grupo heme de la forma soluble de 1a puanilato
ciclasa. el NO activa esta enzima L.a guamilato ciclasa catahiza la conversion de guanosin
tritostato (GTPY a GNIPe. el cual a su ves activa una protein kinasa dependiente de GMPc,
Esta hinasa fosfonla fosfolamban. una proteina reguladora pam Ca-ATPasa en el reticulo
sarcoplasmico la Ca-ATPasa distmunuve la concentmcion de caleio intmacelular, lo cual
finalmente lleva a defosfonlacion de cadenas hgeras de miosina v por consecuencia a
relajacion de musculo hiso

La owidacion espontanea del NO para formar mitnito vy mitrato es el principal modo de
mactnacion de NO La produccion de YO en sistemas biologicos puede ser cuantficada
mudiendo estos productos ovidativos en plasma v orina v por la medicidn de la excrecion
urinana de GNIpe !

El oxido nitrico s una molecula involucmada en importantes procesos fisiologicos,
incluvendo regulacion del tono vascular, agregacion plaquetania, mecanismos de defensa.
mtlamacion. neurotrnsmision. aprendizaje v memona. ereccion penil. vaciamiento
pastrico. hiberacion de hormonas. diferenciacion celular. migracion celular v apoptosis

NN
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También se ha mostrado que participa en reacciones celulares fundamentales como la
sintesis de RNA, respiracion mitocondrial. glicolisis y metabolismo del hierro ! Estas
ar ~iones biologicas del NO resultan de modificacién covalente de numerosas enzimas,
receptores, proteinas estructurales y factores de transcripcion. Si los efectos netos de NO
sob-e una célula dada son benéficos o deletéreos estara determiinado por la concentracion
dle NO obtenida, duracion de la produccion v composicion del microambiente adyvacente !*
Py

El N es producido a partir de L-arginina, su sintesis es catalizada por la sintasa de oxido
nitrica (NOS) de [a cual se han idennficado tres 1soformas: NOS endotelial (eNOS), NOS
cerebr.:]l o neuronal (nNOS) v NOS inducible (1INOS) !, Estas enzimas son homo dimeros
cuyos 1nondmeros son en si mismos enzimas fusionadas. una citocromo reductasa y un
citocromo que requiere 3 cosubstratos (L-argtmina. NADPH v O2) v 5 cofactores o grupos
prostéticos (FAD. FMN. calmodulina, tewrahidrobioptenina y heme) Cada isoforma es
producto de un gen disuinto. Hay dos formas consutunivas dependientes de Ca’/CaMl. la
nNOS (también designada NOS1) cuva actividad fue primero identificada en neuronas.
mapea en el cromosoma 12232 v la eNOS (tambren designada NOS3). primero
identificada en células endotehales. mapea en 7q33-36 La forma inducible, iNOS (también
designada NOS2) es Ca’’ independiente, se expresa en un ampho rango de upos celulares v
mapea en 1 7cen-q 12 Las formas constitutivas de NOS nNOS v eNOS estan presentes en
ceélulas endotehales v neuronas muentras que 1NOS esta presente en diterentes tipos de
células incluvendo macrofagos. células endotehales vasculares. células de muasculo liso
vascular. celulas epitehales. neutrofilos v fibroblastos '*! eNOS vy nNOS geneman pequeias
canudades de NO. ¢l cual es imponante en la transduccion de sefales incluyendo la
regulacion del tono vascular, mientras que 1INOS la cual puede ser inducida por citocinas v
endotoxinas produce grandes cantidades de NO con efectos citoloxXIcos/citostaticos .

Dos reportes recientes han sugendo la posibilidad de que evxistan enzimas adicionales
capaces de sintetrzar NO con propiedades muy distintas de las 1isoformas NOS conocidas.
Una actividad enzimarica capaz de producir citrulina v nurato fue identificada en el rtion
de fa rata " En otro estudio una protena purificada del cerebelo de rata mostré convertir
bradikimma en NO '™ La expresion de esla proteina en otros organos no ha sido examinada

N su estructura primana no ha sado elucidada

OXIDO NITRICO Y RINON
Las 3 ssoformas camnctenzadas de NOS estan presentes en el nfion v se expresan en una

forma especifica para cada tipo celular En la coneza renal nNOS exhibe una expresion
cetular principalmente on Ly macuia densa. 1INOS ha sido obsenvada en celulas mesangiales
voen cetulas tubulares prosvimales, mrientras que eNOS se expresa principalmente en celulas
endotehales de amenols aterente s eterente s en capilares glomerulares v pentubulares,

1 L medula rengi nNOS se evpresa en tubulo colector medular interno. 1INOS se detecta
en la rama ascendente vruesa medular del asa de Henle v eNOS se localiza en la rama

asvendente gruesa v en tubulo colector
NQO producido por nNOS e celulas de o macula densa modula el tono vascular renal por
reliacion directa de o arreniola arerente. atenuando por lo tanto la sasoconstriccion

mediada por la activ acton ded sistema retroalunentano tubulo-glomerular it

siasNA
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Ademas el NO producido por células de la macula densa aumenta la secrecion de renina en
células vuxtzx&,lomemlares de la arteriola aferente, mientras que NO producido por eNOS
contribuye al mantenimiento del tono vascular reg?ulando el flujo plasmatico glomerular a
través de dilatacién de la vasculatura glomerular !’

La actividad endogena de NOS parece mediar efeclos de transporie idnico en tubulo
proximal. rama ascendente gruesa y tubulo colector corntical de la rat: el

NO producido por iNOS en condiciones normales y durante estimulos inmunoldgicos., en
células mesangiales puede también modular el tono vascular por ur mecanismo indirecto
debido a relajacion de células mesangiales. Por lo tanto. la fuente le NO determ.na su
efecto sobre la funci16n glomerular en condiciones normales v patologi cas.

Respecto al papel del NO en el rifion, estudios previos 1% 1 hay, mostrado que en
condiciones fisiologicas, e! NO se deriva principalmente de NOS constitutiva y contnbuye
a la regulacion de la microcirculacion glomerular v a la inhibicion de la agregacion v
adhesion plaquerana. En contraste, en situaciones patologicas el NO es generado por NOS
inducible como se ha demostrado en glomérulos nefrinicos aislados en cuatro diferentes
modelos murinos de glomerulonefritis por compleios inmunes ! 13931 gin embargo ¢! papel
del NO en enfermedades renales ¢s aun controversial. La lnhlblClOl‘l de Ia produccion de
NO invivo en glomerulonefrits expenmental ha producido resultados inconsistentes. En el
modelo anu-Thy-1 » en ratones MRL-Ipr/lpr, la inhibicion de la produccion de NO reduce
el dano glomerular. mientras que el mismo tratamiento empeoro el grado de proteinuna en
nefritis nefrotoxica ' 7

EXPRESION DE SINTASAS DE OXIDO NITRICO EN RINON NORMAL Y EN
GLOMERULONEFRITIS

El analisis de la actividad de NOS y la produccién regional de NO ha encontrado que la
medula renal es el sino principal para la sintesis basal de NO en el niién de rata I McKee
I8 abservo que la medula renal normalmente expresa aproximadamente 3 veces mas

actividad de NOS que la conteza renal
2l mMRNA de eNOS es sintetizado por células endotehiales

Lamas v cols maostraron que ¢
wlomerulares cultnadas ' En el aiton humano nomal. usando inmunohistoquintica e
hibridacion 1n s1tu. Bachmann, Bosse v Mundel ' idenuticaron la expresion de eNOS en

eterentes. mientras que nNOS fue

celulas endotehales glomerulares v anteriolas aferentes -
expresada en artertolas eferentes. macula densa v capsula de Bowman
Bosse repono que el mratamiento con furosermide produro un marcado rncremento tanto en
activudad de NOS como de los niveles de renina La restriccion de sal aumento los niveles
de SNON Ei rrmimieento con L-NANE Hevo a moderada reduccion de la acuividad de NOS
Estos cambios mostraron que la actividad de NOS v [a expresion genica estan ins ersamente
relacionados a cambios cronicos en b perfuston renal el balance de sal y el transporte de
sal en el tubulo distal en paralelo con la respuesta conoctda de 1a renmina a estos cambios 1.a
mhebicion de NOS disnunuve 1os niveles de remina en el aparato vuxtaglomerular lo cual
rova gue el NO derivado de la macula densa participa en el control de la sintesis de rermina

Con respecto a la espreston de 1NOS, NMohaupt 770 reponto que el RNAmM de 1NOS em
producido por celulas mesangiales cultnadas estumuladas por factor de necrosis tumoral-
alfa (TNF-an) ¢ mnterferon camma (1FN-7) v que plomerulos mucrodisecados de ratas
normales s ratas tratadas con lipopohisacarntdos tunbien sintetizaban el RNAm
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Se sugirié que iNOS es sintetizada in vivo por células mesangiales, sin embargo en dos
modelos experimentales de glomerulonefritis se demostro que leucocitos infiltrantes y no
células mesangiales. expresaban iNOS. Usando inmunohistoquimica, Jansen et al
mostraron que la mayoria de células que expresan INO_S en glomérulos de ratas con
ulomerulonefritis por complejos inmunes son macrofagos ',

Estudios de biologia molecular han identificado variantes por empalme alternativo de NOS
1 ¥y NOS 2 quec parecen esiar sujetos a regulacion unica y pueden codificar proteinas
funcionalmente distintas. La distribucion renal de estas nuevas variantes no ha sido
explorada en detalle. Adernas mecanismos de control transcripcional y post-transcripcional
recientemente descubiertos. incluyendo el uso alternativo de promotores, interacciones
proteina-proteina v eventos de fosforilacion para las 3 isoformas mayores, aun esperan

caracterizacion en células renales "1,
Estos hallazgos sugieren el papel de NO en
humana
Furusu v cols. !} examinaron la expresion de 2 isoformas de NOS en especimenes de
biopsia obtenidos de pacientes con varias formas de glomerulonefritis usando
inmunohistoquimica y analizaron la correlacion entre la expresion de cada NOS v el grado
de dano glomerular. Estos autores encontraron eNOS en celulas endotehales giomerulares y
en el endoteho de arteriolas aferentes, eferentes v de vasos corucales en glomérulos
normales v enfermos. En casos de nefropatia por IgA (IsAN) vy nefritis lapica (NL), se
encontro expresion de la 1soforma inducible en células mesangiales, células epiteliales
glomerulares y células infiltrantes, se observo ademas un patron de expresion reciproca de
eNOS e iINOS en los uglomerulos afectados La expresion de eNOS correlaciond
neganvamente con el grado de dafo glomerular, mientras que la expresiéon de (NOS
correlaciono positivamente con el grado de dano glomerular. Los resultados de este estudio
" junto con resultados de estudios previos sugteren que células endotehales glomerulares
participan en la sintests del NO en glomerulos normales v enfermos a traveés de la expresion
de eNOS. Por otra parte. ¢s claro que mientras algunos macrofagos expresan iINOS 13 1a
mayoria de células que conuenen 1NOS son cdlulas glomerulares intrinsecas tales como
células mesangiales v cclulas epitelales glomerulares Es posible que algunas citocinas
esten involucradas en la anduccion de 1INOS en glomerulos enfermos De hecho se ha
reportado 1a expresion de interleucing l-l hc a (1-13) v TNF-a en gloménilos de pacientes
con nefrius lupica v nefropatia por At

La dismuinucion en {a expresion de eNOS en casos de NL e 1uAN con lesion modermda a
severa sugiere que esta alteracion puede contnibutr a la progresion de estas enfermedades
renales Es probable que fa capacidad de expresion de eNOS en celulas endoteliales d

el desarrollo v progresion de glomerulonefritis

glomerulos danados  disminuva durante la progresion de enfermedades renales ' Queda
por determunar st fa expresion reducida de e NOS con aumento en la expresion de INOS e
la causa o resultado del dano renal en leAN v NI

Furusu et al han postulado que la induccion de 1NOS puede compensar la disaunucion en la
produccion de eNOS o0 que ¢NOS ¢ 1INOS pucden tener papeles diferentes en slomerulos
enfurmos Puesto que la widas media de NO es mus corta, [os efectos biologicos dependen
tanto de la locahzacion. del sino de produccion ass comao de 1a concentracion local de NQ
La canudad de NO generada por eNOS es pcuucn.l en canudades nmol. tentras que 1INOS
sintetiza NO en grandes canudades immoly !




7

El hecho de que la expresion de eNOS disminuye con la progresion del dafio glomerular,
sugiere que los efectos fisioldgicos de NO (modulacion del tono arteriolar aferente y de
células mesangiales asi como el mantenimiento de las propiedades antitrombogénicas del
endotelio) producido por eNOS, disminuyen en glomérulos sevemmente dadfados,
ocasionando alteraciones en la microcirculacion En conrtraste niveles elevados de NO
derivados de iNOS son citotéxicos o citostaticos a! menos in vitro **l. Al reaccionarel NO
con hierro de varias enzimas vitales de la cadena de transporte de electrones v el ciclo del
acido citrico, puede alterarse la funcion celular. A:'=mas el NO puede también reaccionar
con el anién superoxido producido localmente pa:n generar peroxinitrito. el cual causa
mayor dafio tisular v peroxidacion de lipidos 1361 Por i parte. el NO puede tener también
un efecto benéfico en glomeérulos nefriticos. Trachim 'n et al " reportaron que NO inhibe

Ia produccion de proteinas de la matriz extracelular por las células mesangiales lo que
atenuaria el desarrollo de esclerosis glomerular.

E!l trasplante renal se considera actualmente la terapia de eleccion para la enfermedad renal
en estadio terminal, sin embargo la falla del aloinjerto renal explica el 25-3026 del total de
pacientes que se encuentran en lista de espera para trasplante renal. De hecho
aproximadamente el 202 de los trasplantes renales realizados en los Estados Unidos se
hacen en pacientes quienes han tenido uno o mas aloinjertos previos los cuales han fallado.
A pesar de recientes avances en la terapia de inmunosupresion, la mejoria en la sobrevida
del injerto a largo plazo no ha ido a la par con la sobrevida del injerto en el primer afio por
lo que e¢s evidente que existe la necesidad de desarrollar estrategias mejores y mas
especificas para prevenir 0 interrumpir este deterioro cronico en la funcion de aloinjertos
renales ¥

Aunque clasicamente se ha considerado a la respuesta aloinmune como el principal e
micial insulto al aloinjerto. otras formas de dafio pueden estar sobrepuestias. Se ha sugerido
que factores dependientes € independientes de aloantigenos influyven en ¢l desarrollo de la
netropania del alomnjerto. Dentro de los factores dependientes de aloantizenos se
encuenuran episodios de rechazo agudo, inmunosupresion inadecuada v la incompatibilidad
HL A Causas de disfuncion del aloinjerto independientes de antigenos incluven la edad del
donaagor. ¢l periodo de 1squemia ¥ reperfusion, infeccion por citomegalovirus, dislipidemia,

hipertension antenal sistemica v el uso de algunos medicamentos inmunosupresores,
particularmente ciclosporina A v tacrolimus '™

La ciclosporina A (CsA) es un potente agente inmunosupresor que ha mostrado eficacia en
la presencron del recharzo en trasplante de organos. sin embargo la nefrotovicidad es una
serta comphlicacion de la werapia Tres diferentes formas de nefrotoxacidad por ciciosporina
distuncion renal aguda reversible. sindrome hemohitico-uremico

pueden distinguirse
irres ersibles ' En

nefrotoxicidad crénica la cual causa altemciones morfolougicas
pacientes trasplanwados despues de 6 meses de terapia con ciclosponna pueden aparecer
lesiones histologicas renales arreversibles que progresan aun despudés de reduccion de la
' Por lo antenior existen dudas sobre ef uso continuo e mdetinido de una droga cuya

donts 3
"1 por otra pane. ka suspension de ciclosponna

nefrotoxicidad es progresiva e arreversible
en pacientes con trasplante renal se ha asociado a una pequeha pero real incidencia de
episodios de rechazo agudo lo cual ha propiciado ¢l mantener ta adomumstracion de

ciclosporina en forma indetinida
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Muchos centros de trasplante favorecen actualmente el uso a largo plazo de ciclosporina
con ajuste apropiado c individual del esquema de dosis basado en la medicion de niveles
séricos. sin embargo otros centros optan por el retiro temprano (6-12 meses post-trasplante)
entre otras razones por factor economico dado que es un medicamento de costo elevado. En
el departamento de Nefrologia del Insututo Nacional de Cardiolouia “ignacio Chavez™ se
ha establecido el retiro de ciclosporina 6 a 8 meses post trasplante una vez que se ha
descanado mediante biopsia del injento la presencia de rechazo.

Aunque la diferenciacion histopatologica entre nefrotoxicidad por ciclosporina y rechazo
cronico puede ser dificil e incluso ambas enudades pueden coexistir. se han descrito los
sipmentes hallazgos histopatologicos como caracteristicos de nefrotoxicidad por
ciclosporina. En casos de disfuncion aguda: vacuolizacion de células wubulares proximales,
microcalcificacion en celulas tubulares, trombos capilares glomerulares, aneriolopatia
oblitematna de severidad varable v necrosis en parches. ademas de hialinosis de pared
artenolar v fibrosis intersucial difusa. En casos de disfuncion renal cronica se describe
fibrosis tubulointersticial en bandas. glomeruloesclerosis asi como hialinosis y esclerosis

arteriolar I’

Papel del 6xido nitrico en la nefrotoxicidad por ciclosporina A
La nefrotoxicidad de ia CsA se caracteriza por vasoconstriccion renal que con frecuencia
progresa a dafio cronmico con dafio renal estructural irreversible. La vasoconstriccion renat
se atnbuyve a un desequilibno en la hberacion de sustancias vasoactivas. Por una parte el
aumento en la l:beracion de factores vasoconstrictores tales como tromboxano, endotelina y
anuiotensina Il v por otra. una disminucion de ‘crores vasodilatadores tales como
prostacichina ¥ oxi1do nitrico ' Y Sin embarpo. la participacion del NO no ha sido bien
defimda Algunos estudios sugieren que la CsA altera la produccion de NO. Se ha
demostrado que células endotehales desarrolian dafio estructural cuando son expuestas a
CsA ™
En contraste estudios mas recientes han mostrado que la sintesis de NO esta bien
preservada durante nefrotoxicidad por CsA V! Bobadilla v cols. *” han mostrado que en
mtas tratadas con CsA.a pesar de la vasoconstriccton renal producida por CsA. la respuesta
hemodinamica renal @ la infuston aguda de arginina o a la inhibicidon de la sintesis de NO
fue simular a la obsemvada en ratas tratadas con vehiculo. sugiriendo que la capacidad del
endotelio renal para producir NQ estaba conservada v parecia atenuar la vasoconstriccion
renal inducida por CsA Lopes-Onuil v cols '™ demostraron aumento en la produccion de
O en presencia de CsA o cual corelaciono con un aumento en el RNAm de eNOS. -
Para carmactenzar la contnibucion del NO durante vasoconstriccion renal inducida por la
admimistracion de ciclosponna en ia mi. Bobadilla v cols "™ evaluaron el efecto de la
tnhibicton cronmica de NO  sobre la histologia v hemodinamica renales en  ratas
uminefrectomizadas tratadas con aiclosporina, un modelo con cambios compensatonos
hipertroficos ¥ funcionales simular a aquellos observados en receptores de trasplante renal
Ademas,. este grupo tambien determuno el ninvel de expresion renal de RNAm de cada
isotorma de NOS en ratas tmtadas con aiclosponna En dicho estudio se encontro que en
ratas tratadas con CaAlda inhtbwcion de la sintesas de NO produjo elesvacton de la presion
artenial v masor vasoconstnecion en vasos preelomerulares Este efecto unico del inhibidor
nitro-l-argmma meol ester (L-NANME). sugino que en la nefrotoxicidad por ciclospora,
el NO jueua un papel proporcionalmente mayor en el mantenimiento del tono vascular de

visos preglomerulares
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El estudio de microscopia de luz mostro que los cambios estructurales vasculares v la
trombosis glomerular aumentaban con la inhibicion de NO en ratas tratadas con CsA. La
nefrotoxicidad por CsA se asocio también con leve disminucion del coeficiente de
ultrafiltraciéon (K el cual se “edujo aun mas con la inhibicion de la sintesis de NO. Dichos
hallazgos apoyaron el postulado de que la sintesis de NO esta preservada v juega un papel
impornante en el mantenimi- nto del tono vascular ¥ de la funcion renal durante la
nefrotoxicidad por CsA. En dicho estudio se encontré que en corteza renal la expresion de
RNAmM de eNOS fue 2.7 veces mayor en ratas tratadas con CsA, sugirtendo un aumento en
la sintesis de NO en células end rteliales. lo cual fue acorde con los resultados histologicos
v hemodinamicos: Los niveles di RNAm de nNOS v de iNOS en la cornteza renal no fueron
diferentes en el grupo tralado con CsA comparado con el grupo control, sugiriendo que la
produccion de NO en corteza renal no fue suprimidi por CsA. El aumento en la expresion
de RNAmM de eNOS puede deberse a un efecto indirecto o directo La esumulacion indirecia
puede resultar de la vasoconstrniccion renal inducida por CsA.  la cual disminuye el
diametro arteriolar a una tasa de flujo constante aumentando el stress de rozamiento de la
capa de celulas endoteliales expuesta favoreciendo la expresion de eNOS. El efecto directo
puede ocurrir a mivel transcripcional Probablemente CsA por s1 nisma puede estimular la
expresion genica de eNOS

En el estudio de Bobadilla ™! se encontro que la administracion de CsA indujo cambios
diferenciales en cl patron de expresion de cada isofo-ma de NOS entre corteza y médula. A
de nNOS ¢ 1NOS no cambiaron. muentras que ¢NOS aumento

nivel corncal. RNAm
a ninvel medular, Iz expresion de aNOS e iINOS

sigmficatinamente  kEn contruste
disminuyeron con CsA. mientras que 2NOS no mostro cambio

Este patron de expresion de las isotormas de NOS observado en ratas tratadas con CsA
puede resultar de vanos factores tales como cambios vasculares y o dano tubular inducido
por CsA Dicho estudio apoyva la nocion de que la sintesis de NO esta aumentada a nivel
cortical durante netrotoxiaidad por CsAL atenuando la vasoconstriccion por CsA v dicho
mcremento en la produccion de NO puede ser secundano a un aumento en la expresion de
RNAmM de eNOS en la corteza renal Ademas CsA no suprimid la expresion de nNOS e
1INOS en la cortesa renal. lo cual representa otm tuente de NO

En un estudio reciente se encontro que en ratas tratadas con ciclosporina, la dexametasona
previno la vasoconstniccion renal restaurando la hemodinamica vlomerular a valores
control Estos cambios se asociaron con mavor expresion de eNOS v restauracion de la
expresion medular de 1NOS v nNOS Lo antenor permino concluir que la dexametasona
previenc la vasoconstricaon renal induaida por Cs Ay que su efecto yvasodilatador puede
ser medirdo por un aumento en o veneracion mtrarenal de NO. secundano a aumento en la
espresion de eNOS e iNOs P

Otros estudios han encomntrado patrones diterentes de expresion de NOS on casos de
hipertension induaida por aclosponna Vaan Y reporto que en mtas con hipertension
mducida por ciclosporina. hubo una marcada distmunucion en la excrecion yrtnana de
niratos  nrnos wnto con marcada disnunucion de la expresion renal v vascular de iNOS
pero no de e NOS o gue suvino disinmetacion en Lo produceion de NO on annnales tratados
con cwlosporiag Wy ha reportado que ciclosponna inhibe la produccion de NO en células
ruesa medular del asa de Henle las cuales expresan

vultivadas de o rama ascendente
RNAmde tNOS
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El empleo de un estimulador de protein kinasa C (PKC) aumento ligeramente la produccion
de NO bajo condiciones basales y previno la accion inhibitoria de CsA sobre la produccion
de NO. lo cual sugirio que el NO secretado por estas células cultivadas de raton es
dependiente de la via de PKC 7L

Se ha reportado también que en celulas cultivadas de miasculo liso vascular y en una linea
celular de macrofagos murinos. CsA inhibid significativamente la produccion de nitritos
inducida por interferon gamma murino recombinante y por interleucina-lbeta murina
recombinante. Asimismo, CsA suprimié la expresion de RNAm para iNOS en una forma
dependiente de concentracion cuando las células fueron co-incubadas con lipopolisacir.dos,
lo que ha sugendo que CsA puede suprimir la transcripcion de NOS2 1331,

CsA puede inducir apoptosis en varias lineas celulares renales (mesangiales, tubulares,
endoteliales) a tmvés de un efecto mediado por la induccién de iNOS via pS3, lo cual
podria contribuir a la fibrosis acclular caracteristica de la nefrotoxicidad tardia por CsA '+,

Papel del 6xido nitrico en el rechazo agudo y cronico

El rechazo agudo de aloinjertos renales continua teniendo un efecto negativo en la
sobrevida del injerto a pesar de una mejor comprension de las bases moleculares del
rechazo del aloinjerto renal. Un episodio de rechazo agudo se caracteriza histolégicamente
por nefrius tubulointersticial con edema e infiltracion cortical por células mononucleares v
eosinofilos e invasion de Ia membrana basal tubular con necrosis tubular. El componente
humorl se manifiesta por edema del endotelio del capilar glomerular. necrosis fibrinoide
de arteriolas ¥ trombos de fibrina con agregados plaquetarios en capilares glomerulares y
pentubulares. Ademas dumnte rechazo agudo. una varntedad de células. incluyendo
linfocitos T. células “natural-killer , eosinofilos y macrofagos, infiltran el injernto.

Como se ha mencionado anteriormente. ¢l NO tiene importantes funciones bioloyicas en
mecanismos de defensa v dafo celular ¥ hay evidencia de que puede actuar como un
mmunomodulador en ¢l trasplante de alomnjenos jugando un papel imponante en los
mecamsmos crrotoxicos responsables del rechazo agudo de aloinjertos renales, donde los
macrofiyvos pueden producir niveles elevados de 1NOS En 1996 el grupo de Dedeoglu en
New York, encontro que en receptores pedratricos de trasplante renal. los niveles unnanos
de metabohtos estables de NO disimminwian signmificantemente durante episodios de rechazo
agudo Dichos membolitos aumentaban en forma aguda despuds de un tratamiento €x110SO
© con anticuerpos monoclonales (OKT-3). suginendo

de rechazoe agudo con esteroides
. YR
dismintucion en la smtesis de NO durante episodios de recharso agudo Y Estudios presvios

habian demostrado aumento en [a expresion gentca de 1NOS en modelos murninos de
rechazo agudo Ademas ka terapm con esterordes reduro L expresion de RNAm de iNOS v
metoro el rechizo Lim v cols ostudiaron ke expreston de 12NOS en trasplantes renales
humanos con rechaso apudo usando RT-PCR competitna FlHos no encontraron diferenca

warticativa en la expresion del RNAm de 1INOS entre briopsuis con v sin rechazo agudo

e Dado que NO pucede modular 1 respuesta intlamatona del rechazo debsdo a su alta
fonnmacion de peroxinitrito. Vos v

reactividad con superosido con la consituiente
colaboradores evaluaron los etectos de blogqueadores especiticos de iNOS sobre tuncion s

maortolova renales en alomnsertos renates en mias con rechaso avudo que recibuaan dosis
bajas de aiclosporina A La adicion de immnoetl-hsina mejoro 1a hemodinamteca renal La
adicion de bunlhexahidro-azepim-iming pracncamtente restauro la tasa de  filracion
wlomerular v la resistenaia vascular renal a valores control
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Los injertos tratados tGnicamente con ciclosporina mostraron lesiones vasculares,
glomerulares y tabulo-intersticiales. El uso de iminoetil-lisina o butilhexahidro-azepin-
imina no redujo significativamente el dafio vascular v glomerular pero si disminuy6 el dafo
tibulointer +icial asi como Ia tincidn para nitrotirosina en el epitelio tubular, lo cual sugirié
que el bloqueo de iNOS mejora la funcion del alonnjeno » reduce las lesiones tubulo-
intersticiales *7. NO producido por iNOS puede iniciar apoptosis la cual contribuye a la
necrosis tisular durante rechazo agudo ¥

En casos de rechazo c¢ronmico todos los componentes del parénquima renal estin
involucrados, 'os glomérulos pueden encontrarse pequefios debido a isquemia crénica,
puede haber en jrosamiento de la membrana basal o aumento de la matriz mesangial, o los
zlomérulos pucden estar completamente hialinizados o esclerosados. Los cambios
vasculares pueden incluir proliferacion de la intima con obliteracion luminal y necrosis
medial con cambios degene rm\ os de la lamina elastica intema. Puede haber ademas atrofia
tubular y fibrosts intersticial

La fuente v el papcl del NO en la nefropatia cronica del trasplante aun no son claros.
Romagnani y» cols. al evaluar exclusivamente Ila expresion de iINOS por
inmunohistoquimica e hibndacion 1n situ en pacientes con nefropatia cronica del trasplante,
localizaron la proteina de iINOS en células inflamatorias (macrofagos v linfocitos) asi como
en estructuras vasculares, glomerulares v tubulares. encontrando ademas que células
mesangiales ¥y de muasculo l1so vascular también sintenzan INOS. La expresién de iNOS
por diferentes npos de células supiere que diferentes mecanismos regulan la activacion de
iNOS en la nefropatia cronica del aloinjerto ¥ que el estimulo inmunolégico puede no ser la
unica causa de su induccion. Otra postbilidad es que la produccion de 1NOS resulte de dano
repetido v cronico de células endotehales *!

Niveles aumentados de NO y superoxido han sido reportados durante rechazo créonico de
aloinjertos renales. Por analisis inmunohistoquimico se ha demostmmdo aumento en la
formacion de nitrourosina predonminaniemente en tubulos renales cronicamente rechazados.
Estas modificaciones de urosina pueden jugar un papel inteural en la citotoxicidad
relacionada al rechazo cronico ¥ posiblemente sirvan como un imporiante marcador
diagnostico '™ Por otra pane Shears v cols en un modelo de alotransplante aértico.
demostaron que la sobreexpresion de 1NOS tenia un efecto protector contra la
artenoescicrosis del injerto. El tramaniento con un inhibidor selectivo-de 1NOS llevo a
sipmificante engrosaniento de la neointima v {a transferencia del gen de 1NOS al injerto

disminuyo la hlpcrpla;m intma '

l
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*JUSTIFICACION

E! descubrimiento del NO ha tenido gran impacto en la comprension de !a fisiologia y
fisiopatologia renal, sin embargo su papel en algunas condiciones clinicas asociadas al
trasplante renal aun no es claro. Identificar si existe un desequilibrio en la p-oduccion de
NO en pacientes trasplantados con deterioro de la funcion del aloinjerto renal, podria
permitir en un futuro e! desarrollo de nuevos y mas especificos medios para mzaipuiar este
sistema. lo cual aportaria mejores tratamientos ¥ mas racionales para los pa-ientes con

enfermedad renal.

*HIPOTESIS

I. La expresion predominante de eNOS asi como una baja expresiéon de iNOS v
nNOS son camacteristicas del tejido renal normal
2. La sobre expresion de eNOS, sin cambio en el patrén de expresion de iNOS v
nNOS. es un hallazgo en presencia de nefrotoxicidad por ciclosporina A.

3. La sobre expresion de iNOS con disminucion de la expresion de eNOS y nNOS
son hallazzos en aloinjertos renales en casos de rechazo agudo o cronico.

*OBJETIVOS

} Camcterizar la expresion de las 3 isoformas de NOS en tejido renal normal.

2 Caractertzar la expresion de las 3 isoformas de NOS en aloinjenios renales en
pacientes con nefrotoxicidad por ciclosporina A, crisis de rechazo agudo v en casos

de rechazo cronico
3 Buscar asociacion entre la expresion de cada isoforma de NOS con el gmdo de

dano histologrco glomeruiar




*MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

Criterios de inclusion
Se incluyeron pacientes de la consulta extema de trasplantes del departamento de
Nefrologia del Instituto Nucional de Cardiologia “Ignacio Chavez™ que cumplieran con
alguno de los s1guientes cnterios
1. Pacientes con aloinjentos renales de donador cadavérico, vivo no relacionado o
vivo relacionado hospitalizados para biopsia percutinea. del injerto en forma
protocolania para valorar retiro de ciclosporina A.
2 Pacientes con alotnjertos renales con dererioro agudo o crénico de la funcion
renal que ingresen para la realizacion de biopsia del injerto ante la sospecha de
rechazo agudo. rechazo cronico o nefrotoxicidad por ciclosporina A.

Criterios de exclision
. Hipertension anernial sistemica severa descontrolada
infeccion de vias urinanas acuva
Nefropana obstructiva del injerto
Enfermedad hemorragipara
5 Recurrencia de enfermedad renal onginal corroborada por blopsm
6 Glomerulonefrins de novo confirmada por csxudxo .de .microscopia opnca.
inmunofluorescencia y-o ultraestructural.

LW~

Controles:
tispecimenes de biopsia de alomJenos renales ob!emdos durante 'la cnrusm del
trasplante en ¢l momento de la procuracion. ,

BIOPSIA

Se efectud biopsia renal percutanca del injerto con aguja Tru-cut o con dispositivo
automattzado (Pistola BARD) bajo gua ultrasonoyratica d"‘lLlLl’ldOSc al polo supcrior del
myeno




PARAMETROS DE LABORATORIO ¥V GABINETE

A todos los pacientes se les tomo muestra de sangre y oni:ia a su ingreso para realizar los
siguientes examenes de laboratorio:
-Biometria hematica completa
-Pruebas de coagulacién (TP. TTP)
-Quimica sanguinea de 12 elementos
-Electrolitos séncos
-Examen general de orina
-Urocultivo
-Cuantificacion de proteinas en onna de 24 horas
-Niveles séricos de ciclosporina A -
-A todos los pacientes se les efecttia un estudio’ ultrasonobraf'co del injerto renal
previo a la reahizacion de la biopsia

1ICA

TUNOHISTOQU

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO E

Los estudios de histopatologia e inmunohistoquimica se llevaron acabo en el Dépahamcn!o

de Patologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez™ s-buncndo los: pasos

descritos en los apéndices 1 v 2

Para ¢! estudio de |nmunohx>!oqulm|c:\ se emplearon como nntlcucrpos prlmanos ‘6

especificos  anticuerpos  polhicionales de congio 1gG . dirigidos 2 contra:#un:  epitope -

correspondiente 2 una secuencia de aminoiacidos que mapea al extremo amino lerm nal de
eNOS, iINOS v nNOS de ongen humano 8 .

Valoracion semicuantitativa de daio glomerular y expresion de NOS

El examen histologico v la evaluacion de la expresion de las isoformas de NOS en cada
biopsia fueron realizados por un obsenador independsente perteneciente al mismo
depanamento de Patologia, sin conocinuiento presio de los datos clintcos v de labomtorio.
Para la grmaduacton histologica  semicuantitativa de los glomerulo posterior a la
mmunohistoquinncay, las muestras tueron tensdas con la reaccson del acido periodico de
Schift (PAN) 1o cual permitio la denuficacton de cambios histologicos tales como
expansion mesanmal v la Jocalizacion esacta de aquellas celulas positinas para las
isoformas de NOS en relacron con la membrana basal glomerular v al area mesangial
Puesto gue ¢l prado de dano glomerular s heterogenco entre los glomerulos durante la
prouresson de i lesion, os postble que el nivel de expresion de las isoformas de NOS pueda
relacionarse con el prado de dana en cada glomerulo Por o into, se evaluo ¢l gmdo de
dano glomerular ast comao fa expresion de cada isotorma de NOS en cada glomeruio mas
que promediar el dafo en cada muestia Cinco a sete glomerulos tfucron analizados por
bropsia

mor." O




Los cambios glomerulares se graduaron en 4 clases que van de 0 a 3+ (minimo. leve
modemdo y severo) de acuerdo a la proporcion de la region involucrada en_las areas de
corte de cada glomérulo, basandose en el método descrito por Okada v cols. '**!, El grado 0
representa dafio que involucra menos del 10% de los glomérulos, grado 1 entre 10 y 30%,
grado 2 entre 31 ¥ 60%5 ¥ grado 3 involucro mayor del 60%

Después de determinar el prado de dafio glomerular, en los mismos glomérulos se evalud
en forma semicuantitativa la expresion de cada isoforma de NOS de acuerdo al método de
Roy-Chaudhury ", ¢l cual emplea una escala de 0 a 3 como sigue: O = sin tincién
especifica. 0.5 = positblemenie positiva. 1+ = débilmente positiva. 2+ = moderadamcnie
posttiva. 3- = fuertemente positiva. La calificacion estuvo influenciada por la extension
mas que por la intensidad de la tincion analizada mediante microscopia de luz.

Se considerd un caso de nefrotoxicidad por ciclosporina A. rechazo agudo o rechazo
cronico en presencia de los siguientes hallazgos histopatologicos:

NEFROTOXICIDAD POR CICLOSPORINA: fibrosis en bandas, vacuolacién
isométrica del epitelio tubular. depdsitos hialinos en arteriolas, microangiopatia
trombotica y/o hipoperfusion glomerular. .

RECHAZO AGUDO: edema intersticial.

y/0 necrosis vascular. .
RECHAZO CRONICO (Nefropatia crénica del injerto): fibrosis intersticial,
arrofia tubular. esclerosis vascular (antenolopatia inespecifica), xnhltmdo mtersnc:al s

sin tebuhtis y/o esclerosts plomerular.

infiltracion celular ntersticial, tubulitis

ESTUDIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Los estudios de Brolouta Moaolecular se llevaron a cabo en el laboratorio de  Biologia
Nlolecular penteneciente al departamento de Nefrologia del  Instituto  Nacional .de
Cardiologia “lgnacio Chavez™ s
Una vez obtenido el especimen de biopsia se congeld de inmediato en nitrégeno liqundo
s¢e mantus o a ~SO0°C hasta su uso
Los nineles de RNAm de cada una de las 3 isoformas de la sintasa de oxido nitrico se
>y aluaron mediante la teenica de reaccton en cadena de polimerasa semicuantitativa previa
obtencion det DNAC por medio de transenipcion reversa {RT-PCR), para lo que se requiere
comeo capa micial la extraceion del RN A otal del tepdo renal obtenido de cada bnopsxa

(Apendice 3)

-~ Cuantificacion de RNA
Una ver obtermido ¢f RN A total se determino s la extmccion fue .:dc.uu.nd.x para lo cual

SC Mo sU CONCENINacion en un espedtrofotometroe con una lectura a 260280 nm » se
corro un gel de agarosa desnaturahzante ( ~\p-:ndlu.- EY] B

~ Inteeridad del RNA
Para esaluar o ointegndad del RNA okt se someneron.a ele rutorc>|> 2 fiy dgl R

en un gel de avaron desnaturalizante como e dc!.llla en cl .»\;undlu: s

estrando,




Aniilisis de Ia expresién de las sintasas de 6xido nitrico

1. Obtencién de DNAc (TR) . :

La reaccién con transcriptasa reversa se llevo a cabo usando 5 pg de RNA, el cual se
llevd a un volumen de 11 ul. La TR s2 efectud a 37°C por 60 minutos en un volumen
total de 20 pl usando transcriptasa revarsa del virus de la leucemia murina (Apéndice
6). .

La contaminacion con DNA genomico s¢ identificé mediante la amplificacién por PCR
del RNA total sin agregar transcriplasa reversa.

2. Amplificaciéon de Ias isoformas de NOS ¥ gen control (B-actina)

Se utilizé una décima parte de la TR de cada muestma para la amplificacion de las
isoformas de NOS y B-actina en reacciones con un volumen final de 20 ul empleando
primers especificos (Apeéndice 7). El gen control se co-amplifico simultineamente en
cada reaccion en un tubo separado. Para definir el perfil de amplificacion de cada
isoforma de NOS v del gen control (3-actini) se cred previamente una curva de la
cinética de amplificaciéon de cada producto buseando el nimero de ciclos adecuado en
base a la fase exponencial de cada cunva

La secuencia de los primers empleados se muestra en el apéndice 8.

3. Aniilisis de los productos de PCR .
Para analizar los productos de PCR. la mitad de cada reaccién se analizd
electroforeticamente en un gel de acrilamida al 532, Las bandas se tfieron con bromuro
de Eudio. se visualizaron en un transitluminador bajo luz ultravioleta, se cornaron 'y
suspendieron en liquido de centelleo El producto de PCR se midio en un contador
gamma La canudad de radioacuvidad recuperada de las bandas en c.p m. se dividio
entre las ¢ p m obtenidas del gen control De tal forma que los niveles de RNAm de
cada sintasa se expresaron como una relacion entre cada isoforma y el gen control

-]




~ESTADISTICA

CALCULO DEL TAMARNO DE LA MUESTRA

La estimacidon del tamafio de muestra se hizo con la formula pam respuestas bmanas
agrupadas (clusters) ajustada a 3 grupos de acuerdo a la siguiente formula (lLee, Star
Aled 13:1241.1994): | . ;

S (Zu-2Z ) 42
N=[ Pi1—pPo ]

Ajustada para 3 grupos:

( C"lz,’*‘fo':z) X (Zs+ ’ZIF-»B):V

N= (P, —P2)

Donde ol v o2 represenuan las varianzas d-.'l grupo conlrol S c\pcrlmcnml Z.a es la
probabilidad de error tipo I. Z s es el poder » pl » p_ correspanden a las tasas de exito
por srupo - .
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ANALISIS ESTADISTICO:

Como variables independientes se tuvieron las siguientes: nefrotoxicidad por
ciclosporina. re.-hazo agudo y rechazo cronico. La variable dependiente o de respuesta
fue la expresion de cada i1soforma de NOS. Los resultados para la variable dependiente
(expresion de NCS por inmunohistoquimica y PCR) se midieron en una escala ordinal
ya que tuvieron un orden intrinseco para sus valores y las cifras empleadas eran
arbitrarias. Las var ables independientes se consideraron nominales.

Dado que interesa..a conocer si existia diferencia en el patrdén de expresion de cada
isoforma de NOS cutre los 3 grupos. que se tenian 2 o mas variables dependientes de
tipo ordinzl v que -e trataba de 3 grupos independientes, se empled como prueba
estadistica el analisis de varianza de 2 vias o la prueba de Kruskal-Wallis para un factor
por rangos para decidir st k muestras independientes eran de poblaciones diferentes,
dependiendo de si las vanables seguian o no una distnbucion normal (ANVA con
distribucion normal o KW con distnbucion no normal).

En lo que se refiere a resultados de inmunohistoquimica, los datos se expresaron como
promedios /- DS

Para los estudios de brologia molecular el nivel de expresion de cada isoforma de NOS
se¢ presento como la relacion entre ¢l producto de PCR de NOS/gen control (B-actina) :
expresada como promedio +/- DS :
Se defimio como significancia estadistica una p < 0.05. B
Como prueba de asociacion entre el grado de dafio glomerular y Ia expresion de cada
isoforma de NOS se empleo la prueba de correlacion por rangos de Spearman. chhaf'
prueba es una medida de asociacion la cual requiere que ambas variables sean medidas
en una escala ordinal de manera que los objetos en estudio puedan colocarse en dos
series ordenadas

Se uso como medida de reproducibilidad inura observador la prueba de correlac:on por
mnpgos de Spearman ya que por tener dos series de datos asimétricas no fue'posible
emplear la prueba estadistica Kappa stimple en lo que al analisis de mmunohlstoqulmlca
se refiere S .

CONSIDERACIONES ETICAS i Lo

Los pacientes participantes firmaron una hoja de consentimiento pam la realizacion dé
la btopsia del imjeno renal v se les explice las camcteristicas » objetivos del
procedimiento £l estudio fue autorizado por el comité de érica del Instituto Nacional de
Cardiologia “lenacio Chavez™

La biopsia fue efectuada por uno de los Ne frolOLos o Cirujanos adscntos nl
deparamento de Netrolowia del Instituto Nacional de Cardiologia “lgnacio Chavez",
bajo indicacion precisa de los mismos médicos




*RESULTADOS

Entre 1999 y 2001 se estudiaron un total de 70 casos del registro de trasplante renal del
departamento de Nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez™,
correspondiendo cada caso a un espécimen de biopsia. Las muestras se dividieron ac la
siguiente manera: 22 muestras control. 19 especimenes ¢n el grupo con nefrotoxicidad »ror
ciclosporina, 10 en el grupo con rechazo agudo ¥ 19 en el grupo con nefropatia cronica cel
injerto. LLas muestras control sc obtuvieron de rifiones normales de individuos sanos
sometidos a uninefrectomia para donacion. La tabta 1 muestra los diferentes datos cliniccs
v bioquimicos evaluados. El grupo control incluyo en total 22 donadores. 12 hombres v 10
mujeres con una edad promedio de 40 = 7 afos. En el grupo con nefrotoxicidad por CsA se
incluyeron 14 hombres v S mujeres con un promedio de edad de 29 = 1 2 afnos. El grupo con
rechazo agudo comprendio 7 hombres y 3 mujeres con un promedio de edad de 23 + 5aiios.
El grupo con nefropatia cronica del ijerto incluve 13 hombres v 6 mujeres con un
promedio de edad de 32 = 11 afos Si bien no se enconiro diferencia estadisticamente
stenificaniva en los diferentes parametros evaluados al comparar los 3 grupos con patologia.
si se encontro diferencia sigmificativa en la edad. mitrogeno ureico sanguineo. creatinina
se¢rica v acido unico serico al comparar cada uno de os grupos con patologia con el grupo
control. Como se¢ describio previamente la defintcion de un caso con patologia se basé en
las caractensucas histopatologicas analizadas mediante nucroscopia de luz Dentro del
grupo con nefrotoxicidad por ciclosperina. cada caso tuvo al menos una de las siguientes
lestones histologtcas fibrosis intersucal en bandas. vacuolacion 1sometrica del epitelio
tubular. depodsitos hialinos en arteriolas, o bien datos compatibles con microangiopatia
rombotca y.o hipoperfusion glomerular (Figura 1) En el grupo de rechazo agudo cada
caso se¢ definio en presenca de al menos uno de los sigmientes hallazyos histologicos:
edema intersuciall infiltmaion celularintersticial. tububius v o necrosis vascular (Figura 2),
v finalmente. en el grupo de nefropatia cronica del injerto cada caso se definié basandose
en k presencia de al menos una de las siguientes lesiones histologicas fibrosis intersticial,
atrofia wbular, esclerosis vascular (artenolopatin inespecitica), infiltrado intersticial sin
tubulins ». 0 esclerosts glomerutar (F @ 3)
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T7..BLA 1. DATOS CLINICOS Y DE LABORATORIO
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Control NxCsA R:;::::o N::g:":::“

Nomero (h 7/ m) 22(12710) | 19(14/5) 10(7/3) 19 (1376)
Edad (arios) 40+ 7 29 + 12* 23 + 5* 32+ 11°
Leucocitos (x 1000) 6.6+ 0.9 7.5x2.1 8.2+ 23" 7.4x27

Hemoglobina (g/l) 14.4+04 | 143x22 12.2%1.3" 13.4222
N"'ﬁ(g;g?d:‘)mi” 172 251 11* 40 x 18° 392 19°
Creatinina (mg/dl) 0.9 x0.1 1.8 £ 0.6 3.1 % 1.9° 2.5+1"
Colesterol (mg/dl) 189 > 16 204 + 42 198 + 28 200 + 50
Triglicéridos (mg/di) 164 + 18 198 £ 90 163 £ 51 198 £ 77
Acido urico (mg/dl) 5108 8217 6.9 + 0.9* 8 + 2.2

*P < (.05 vs conuol
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Fig. 1. Estudio histopatoidgico con microscopia de juz
(H y E) en un caso de nefrotoxicidad por CsA destacando la fibrosis
intersticial
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mTaTA CHYRT

caso de rechazo agudo destacando el infiltrado celular intersticial

Fig. 2. Estudio histopatologico con microscopia de luz (H y E) en un
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Fig. 3. Estudio histopatologico con microscopia de luz (H y E) en un
caso de nefropatia cronica destacando la fibrosis intersticial, la atrofia
tubular y la glomeruloescilerosis
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El mayor grado de dafio glomerular se encontrd en el grupo con NCI el cual tuvo una
dife disticar significativa en comparacién con el grupo control (0.42 £ 0.14
vs. 0.12 = 0.18, p < 0.05). El grupo con nefrotoxicidad por ciclospc.ina tuvo un score de
daifio glomerular de 0.32 + 0.14 (p = NS vs control) y el grupo con re hazo agudo tuvo un
score de daifio glomerular de 0.19 = 0.16 (p = NS vs control).

Dentro del analisis de expresion génica, como paso inicial se construyeton las curvas de las
cinéticas de amplificaciéon de cada isoforma de NOS y del gen control a partir de RNA total
de rifién normal empleando 5 pg de RNA total.

Como se muestra en las grificas 1 a 4 cada curva describe la relacion entre el producto de
PCR expresado en cuentas por minuto y el numero de ciclos. Asimismo cada curva consta
de dos fases, una fase inicial de ascenso conocida como fase exponencial y una segunda
fase conocida como de meseta en ia cual se observa un producto de PCR practicamente sin
cambios a pesar de aumento en el nimero de ciclos. En base a la fase exponencial se
determind el namero de ciclos a los cuales se amplificaria cada producto habiéndose
decidido amplificar B-actina a 21 ciclos, eNOS a 31 ciclos, iNOS a 32 ciclos y nNOS a 31
ciclos.
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Grafica 1. Cinética de amplificacion a partir de RNA total de rifén
normail
B-actina (5 mcg de RNA total)
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Grafica 2. Cinética de amplificacion a partir de RNA total de riRdn
normat
eNOS (5 mcg de RNA totatl)
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Grafica 3. Cinética de amplificacion a partir de RNA total de rifion

normal
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Grafica 4. Cinética de amplificacion a partir de RNA total de riiidn
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Para el anilisis inmunohistoquimico se emplearon anticuerpos especificos policlonales de
conejo lgG dirigidos contra un epitope cofrespondiente a una secuencia de aminoacidos
gue mapea al extremo amino terminal de eNOS, iINOS y nNOS de origen humano.

Para la graduacion histologica semicuantitativa de los glomérulos, posterior a la
inmunohistoquimica, las muestras fueron tefiidas con la reacciéon del acido periéodico de
Schiff (PAS), lo cual permitié la identificacion de cambios histolégicos tales como
expansion mesangial y la localizacién exacta de aquellas células positivas para las
isoformas de NOS en relacion con la membrana baual glomerular y al area mesangial. Se
evalué el grado de dafio glomerular asi como la expresion de cada isoforma de NOS en
cinco a siete glomeérulos por biopsia empleando las escalas semicuantitativas previamente
descritas. Las figuras 4, S y 6 muestran las imagenes de inmunchistoquimica mas
representativas para cada isoforma de NOS.

o f




Fig. 4. Inmunochistoquimica para nNOS en un caso de rechazo agudo
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Fig. S. Inmunohistoquimica para iNOS en un caso de rechazo agudo
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Fig. 6. Inmunohistoquimica para eNOS en un caso de
nefrotoxicidad por CsA




Las arificas 5. 6 » 7 muestran los resultados de expresion génica e inmunohistoquimica
para cada una de las isoformas en los 3 grupos comparadas con el grupo control.

Los resultados se expresan coymo promedio = DS para la relacion en c.p.m. entre el
producto de PCR de NOS/ger control (B-actina) para el caso de la expresion génica y
como promedio = DS para el sci re de inmunohistoquimica.

Como puede obsernvarse. la nefrotoxicidad por CsA no modificéd la expresion génica de
eNOS ¥ de iNOS. en cambio predujo una disminucion significativa de nNOS. Cambios
similares se observaron en la expresion de la proteina evaluada por inmunohistoquimica,
eNOS ¢ INOS no se modtficaron v la expresion de nNOS tendié a disnunuir aunque el
cambio no tue significativo.

En los casos de RA. el patron de expresion fue diferente. la expresion génica de eNOS
disminuyo significatvamente. sin embargo se observé mayor expresion de su proteina,
mientras que los niveles de iNOS a nivel génico y proteico aumentaron claramente con
respecto al grupo control. habiéndose encontrado una diferencia estadisticamente
sigmificativa Gnicamente en la expresion génica al compararse con el grupo control. En este
Lrupo sc observo ademas una disminucion significativa en la expresion génica de nNOS
mientras que la expresion de nNOS por IHQ no se modifico respecto al valor control.

En la NCI. como puede observarse, la expresion genica de las 3 1soformas disminuyvo de
manera no significativa en comparacion con ¢l grupo control. Asimismo el analisis
inmunochistoquimico mostréo disminucion no significativa de la expresion de eNOS, 1INOS y
nNOS en comparacion con el tejido control.

[
i
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Griéfica 5. Expresién génica e inmunohistoquimica de las 3
isoformas de NOS en casos de nefrotoxicidad por CsA
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Grafica 6. Expresién génica e inmunohistoquimica de las 3
isoformas de NOS en casos de rechazo agudo

RT-PCR Inmunohistoquimica
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Gréafica 7. Expresion génica e inmunohistoquimica de las 3
isoforrnas de NOS en casos de nefropatia cronica del injerto
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Al buscar asociacion entre el grado de dafio glomerular y la expresion de NOS en las 3
patologias, se encontro que desde el punto de vista de expresion génica hubo correlaciéon
significativa negativa entre grado de dafio glomerular v la expresion de iNOS en casos de
nefrotoxicidad por CsA (r = -0.53_ p < 0.05) v de nefropatia cronica del injerto (r = -0.76. p
< 0.05) ¥ en lo que se reftere al analisis inmonuhistoquimico. encontramos Gnicamente una
correlacion directa significativa en casos de rechazo agudo con nNOS ¢ iINOS (r=0.64 y
0.73 respectivamente. p < 0.05), (Cuadros | ¥ 2).

La expresion de NOS por PCR e ITHQ no mostrd correlacion.
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Cuadro 1. Correlacion entre expresion génica de NOS y
grado de dafo glomerular

Drano glomenaiar

NI

[N RI

0 304

g 760

Cuadro 2. Cormrelacion entre expresion de NOS por IHQ y
qrado de dafio glomerular

Dano romerutar
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~ CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL Y PODER POST-HOC

De acuerdo u la formula antes descrita se calculo el tamaiio de muestra para cada isoforma
de NOS cor iderando la minima diferencia entre grupos, el cual corresponde a 35 casos
para eNOS, '0 casos para iNOS y 142 casos para nNOS. sin embargo dada la poca.
factibilidad dc¢ reunir tal cantidad de muestras asi como por las dificultades ¥ limitaciones *
técnicas que iri'plica trabajar con un gran numero de muestras, se decidio calcular el poder -
post-hoc tomando en cuenta las minimas diferencias enwre grupos. Dicho cdlculo de poder

es de 50%6

~ MEDIDA DE CONCORDANCIA INTRAOBSERVADOR K
Dado que se cuenta con tablas de valores asimétricas en lo que se refiere al score de daﬂo
glomerular y al score de inmunohistoquimica para cada isoforma de"NOS, no’es posible’”
uulizar Ia prueba estadistica Kappa como prueba de concordancia intma observador por.lo
que se ha recurrido a obtener una prueba de correlacion por rang_,os de Spearman la’ cual ha
mostrado los siguientes coeficientes: . e By

Score de dafio glomerular: 0.74 (p = 0.000)
Score nNOS 077 (p = 0.000)

Score 1NOS: 0.62 (p =0.017) e B
Score eNOS. 0 70 (p = 0.000) T T :




38

*DISCUSION

Los efectos de NO pueden ser heterogéneos y dependen del sitio de pr«.duccién, tanto
dentro de la célula como dentro de la nefrona. de la duracion de su efecto v de la presencia
concomitante de intermediarios reactivos de oxigeno. La generacion trar:itoria de NO
caracteristica de la acuvacion de eNOS es critica para la actividad de algunas ~-nzimas, para
la mediacton de vasorelajaciéon, la actividad anti-apoptética v la proteccion contra stress
oxidativo. Por otra parte. la generacion sostemida y de gran magnitud de NC por iNOS,
puede llevar a un ampho espectro de secuelas que van desde la aceion anti-apoptotica, la
peroxidacion de liptdos v daino al DN A haswua efectos pro- -apoptoticos | 4l Recientemente se
ha sugerido que las sccuelas citotoxicas de la produccion de NO depanden del estado redox
de Ja célula v de su capacidad para generar el anmion peroxinitrito *

En lo que sec refiere a la patologia del wrasplante n.nal NO ha sido implicado en la
patogenesis del rechazo avudo v cronico del aloinjeno ! asi como en la nefrotoxicidad por
farmacos inmunosupresores. en particular la relacionada a ciclosporina A U

En este estudio encontramos que en pacientes con nefrotoxicidad por ciclosporina
documentada desde el punto de vista histopatologico. basandose en la presencia de fibrosis
intersncial en bandas, vacuolacion 1sometrica del epitelio tubular, depositos hialinos en
antenolas o hipouperfusion glomerular, la administracion de dicho farmaco no se asocié con
dismunucion en la expreston genica m tnmunohistoquiniica de eNOS e 1NOS,
contranamente a la superencia de que la nefrotoxicidad por ciclosporina resulta de una
defictencia de NQ v que esa podra parncipar en la fisiopatologia de la vasoconstriccion
renal inducida por CsA ™ [Los hallazpos de este estudio sugieren que en casos de
netrotoxicidad por cicospornina 1a sintests de oxido mitrico se encuenua conservada v
contnbuve a atenuar la vasoconstrniccion producida por la ciclosponna tal como se ha
demostrado en modelos experimentales LLos efectos protectores de NO 1ales como
prevencion de Ix activacion de leucoctitos v adhesion de plaquetas han sido atribuidos al NO
uvencrado por la sintasa endotehial. o que apoyvana el potencial efecto bencéfico de fa
expresion gentca sos'emda de eNOS durante 1a administracion cronica de Cs A Asimismo
Ia progresion del dano renal en modelos expertmentales de lesion renal se ve acentuada en
forma importante en ratones con ausencia de un gen funcional de eNOS lo que ha sugendg
un papel protector del NO dernado de e NOS  Se sabe ademas que los radicales de NO
rencrados por ¢NOS Juegan un papel imponante en la regulacion de la homeostasts
rascular induciendo vasorelaacton ¢ inhibiendo Ia adhesion v agregacion plaquetanas al
endoteho 770 Otros estudios han demostrado que el NO derivado de eNOS es un
modulador cninco de las interacciones  entre leucocitos v células endotehales ™1
Finalmente cabe sehalar que si bien en modelos expennmenuales de nefrotoxicidad por
ciclospornina. la masor espresion de eNOS se ha encontrado en corteza '™ no fue posible
en este estudioadenuticar por separado el patron de expresion de cada tsotorma de NOS
unto ¢ nivel de conesa como de medula. dado el reducido tamano del especimen de
biopsia. sin embarygo es mus probable que se hubtese dentificado predominantemente la
expresion cortical va gque ¢l sitto de puncion se dirige habitualmente a dicha zona del
njenrto
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Una posible explicacion para la menor expresion de nNOS encontrada en nuestro estudio,
en particular en casos de nefrotoxicidad por CsA. seria la presencia de la proteina
mhxbndom de nNOS (PIN) la cual pudiera estar sobre expresada por el efecto nefrotoxico de

CsA
Es probable entonces que en casos de nefrotoxicidad por CsA. la expresion sostenida de
eNOS favorezca un efecio protector mediado por ¢l NO producido por esta isoforma y que
otros medmdores tales como endotelina. sistema renina-angiotensina-aldosterona, la
sobreacti ad simpatica o el stress oxidauvo panicipen en el desarrollo de Ia
nefrotoxicidad por ésta droga.
En los casos de rechazo agudo la alteracion histologica predomunante fue la infiltracion
inflamatoria tubulo-intersucial. La presencia de estas células inflamatorias activadas en el
tejido renal se asocio con sobreexpresion del RNAm de 1INOS vy una tendencia a mayores
ntveles de proteina. lo que es consistente con otros estudios que han reportado incremento
en la expresion de 1NOS durante episodios de rechazo agudo tanto a nivel intersticial como
wlomerular P 'l si bien los reportes de una mayvor expresion de 1NOS en casos de rechazo
El aumento en la expreston de iINOS se ha asociado
" hallazgo también
rmificativa en la

agudo en humanos. son escasos
ademas con disnunucion de la expresion glomerular de eNOS
encontrado en el presente trabajo. pues se obsen o una dismminucion sig
expreston genica de eNOS Numerosas obsemnactones apoyan un desgqulllbno de Ia
tuncion de NOS e¢n dano renal agudo. con supresion de laactividad de eNOS y aumento en
la actividad del sistema de alta produccion mediado por 1NOS ™ Dicho desequilibrio
podria aponar las bases para terapias futuras En casos de rechazo agudo de aloinjertos
renales la sobre expresion de 1NOS se ha asociado con  nfiltracion celular. TNF-a e
interleucina-1B pueden esumular la expresion genica de 1NOS activando el factor de
transcrnipcron nuclear-wB (\T-xB) 11 gy ademas bien conocido que ¢l NF-xB es activado
por radicales de oxiveno "'l los cual’es pueden ser formados en el nion tanio por celulas
tntlamatorias como no mnamamrns O1tra posibilidad s que :\OS sca la fuente de O v en
estas situaciones 1NON se Conserting en una enstma deleterea '™
En un modelo experimenial de rechazo agudo de alomnjertos renales. la inhabicion selectiva
de 'NOS produjo mejona hemodinannca asi como reduccion del dado v el intiltrado
twbulointersucmal. apovando el concepto de un panl deletereo de 1 NOS denvada a parirde
celulas inflamatornias en ¢l rechazo de alomngentos *
Lo antenior puede avadar a esplicar porque ¢n situactones como
alomjperto renal el cual se acom 1 de unaintenso stress por radicales de oxigeno debido a
squemia-repertusion eaintlamacion, 1NOS aetuad como una ensimma deleterea
En lo que se refiere a la parucipacion del NO en la nefropata cronica del injerto. la
INTOFMAcCION SXISICNIC ¢s enei s basrcamente se ha enfocado a expresion de 1 NOS Se
protena de 1NOS en celulas intlamatonas (macrofigos v

ha reportado localizacion de
Iinfocnos ) as) como en estructunis vasculiares plomerulares. tubulares. celulas mesangiales

» de musculo hso vascular, {o que sugtere que diferentes mecanmismos regulan fa acuvacion
de 1NOS en la netropatia cronica del alomerto y que ¢! esttmulo mmunoiogico puede no
oy

¢! rechazo agudo del

ser la anica causa de su mduccion
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Se ha descrito también que en modelos murinos de rech :zo cronico la expresion génica de
iNOS aumenta en conjunto con otros mediadores inflamatorios en la coneza renal,
sugiriendo que la produccton de NO por iNOS puede estar aumentada como un mecanismo
compensador 7

Contrariamente a lo antes expuesto. nosotros hemos enct ntrado en este estudio un bajo
nivel de expresion de las 3 isoformas de NOS en casos de 1. :fropatia cronica del aloinjerto,
tanto a nivel génico asi como por inmunohistoquimica. probablemente debido a lo
avanzado del dafo tisular. lo cual se ve apovado también por la baja expresion del gen
control, pues como se descnbid previamente, el mayor giado de dano ulomerular se
encontré en el grupo con NCI. el cual tuvo una diferencia estadisticamente significativa en
comparacion con el grupo control (042 =014 vs 012 = O 18, p < 0.05) Ademas, cabe
sefalar que a diferencia de los casos de rechazo agudo. en los pacientes con nefropatia
cronica del injerto el upo de dano histologico es diferente. pues no se encuentran células
inflamatorias activadas que estimularian la expresion de iNOS, por el contrario. 1o que se
encuentra es predonmunantemente fibros:s intersticial v atrofia tubular, es decir existe una
disminucion en el numero de células con capacidad de producir NO.

Se ha descnito también una disminucion en la produccion de NO asi como una menor
expresion intrarenal de eNOS e 1 NOS en insuficiencia renal cronica. lo que puede debersea
un incremento en la concentracion de inhibidores endogenos circulantes de NOS V> pPor
analisis inmunohistoquimico se ha demostrado también aumento en Ia formncuon de
nitrotirosina predominantemente en tubulos renales cromicamente rechazados Estas
especificas modificaciones de urostna pueden jugar un papel integral en la citotoxicidad
relacionada al rechazo crénico v postblemente simvan como un importante marcador
diagnosuco '™ En este estudio no se busco la presencia de mitrotirosina particularmente a
rivel tubular. to cual seria interesante identificar en un estudio ulterior.

T
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*CONCLUSIONES

En el curso de 3 diferentes nefropatias, ¢l patrén de expresion de eNOS, iNOS y nNOS se
encuentra alterado.

La administracion de CsA no modificé significativamente los niveles de eNOS, sugiriendo
que el ON producido por esta isoforma pudicra contrarrestar al menos en parnte el efecto
vasoconstrictor de este inmunosupresor, lo que se asocié ademas con una mayor expresion
de la isoforma inducible. Los efectos proteciores de NO mles como prevencion de la
activacion de leucocitos v adhesion de plaquetas han sido atribuidos al NO generado por la
sintasa endotelial. lo que apoyaria ¢l poiencial efecto benéfico de Ia expresion génica
sostentda de eNOS durante Ia administmacion cronica de CsA.

En relacion con el rechazo agudo. se observd una mayvor expresion de los niveles de iNOS
tanto a nivel génico como proteico, lo cual podria contribuir al dafo vascular, glomerulary
wibulointerstuicial observado en estos casos Ademas en presencia de rechazo agudo de
aloinjertos renales la sobre expresion de tNOS se ha asociado con infiltracion celular.

El papel v la tuente del NO en la nefropatia créonica del aloinjerto aun no son claros. En
este estudio se encontré un bao nivel de expresion de las 3 isoformas de NOS en casos de
netropatia cronica del aloinjerto. tanto a nivel genico asi como por inmunochistoquimica,
probablemente debido a lo avanzado del dafo tsular, lo cual se ve apovado también por la
baja expresion del gen control (3-actina)

Como Goligorsky v Noin recientemente han establecido: *Cuando Ia
Ias isoformas de NOS son bloqueaduas. los efectos delctéreos de
riablemente previlecen sobre los posibies beneficios de la inh

funciones de todas
hibicion de eNOS
ion de iNOS™ 1%,

inwvs




*LIMITANTES DEL ESTUDIO

1 .No se han considemdo factores extem« 3 que pudieran modificar la expresion de NOS en
aloinjertos renales. mles como: tiempo ¢ @ isquemia, variabilidad individual. presencia de
dislipidemia. la dosis de nefronas que el donador apora al receptor, el grado y tiempo de
evolucion de hiperniension arntenal sistéilica post-trasplante asi como cambios en la
expresion influenciados por género v edad. sin embargo llevar a cabo un analisis
estratificado tomando en cuenta dichas covariables considerando el tamafo muestral
alcanzado sernia practicamente imposible.

2.Como ya se ha seialado el tamafio de muestra no fue el ideal segun lo calculado con la
formula va descrita v considerando las minimas diferencias, sin embargo alcanzar dicho
tamano muestral implicaria prolongar el estudio por mucho tiempo ademas de las serias
himitaciones que se tendrian pama el manejo de un gran niumero de muestras, tanto desde el
punto de vista de reactivos (enzimas. nucleotidos. radiotrazador) asi como del equipo
especifico como camaras de electroforesis y termocicladores.

3 Fimalmente es imponante seilalar que s1 bien en modelos experimentales de enfermedad
renal se ha podido identificar por separado el patron de expresion de cada isoforma de NOS
tanto a mivel de coneza como de medula renal. en este estudio no fue posible dado el
reducido tamano del especimen de biopsia, sin embargo es muy probable que se hubiese
idenuficado predominantemente la expresion cortical ya que el sitio de puncion se dirige
habitualmente a dicha zona del injerto.
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*APENDICES

APENDICE 1

~  Estudio Histopatologico
1. Una vez efectuada la biopsia en la habitacion del paciente. se traslada el espécimen

en solucion isotdnica de cloruro de sodio 0.9%26 a tempematura ambiente al departamento
de Patologia.

2. El especimen es tijado en una solucron de formol al 10°0 con PBS (buffer de fosfato
con pH de 7.2-7 5) por un periodo de 23h

3. El tejido es lavado con solucion isotonica de cloruro de sodio 0.9%2a y posteriormente
deshidratado con alcohol a concentraciones progresivamente mayores iniciando con
alcohol al 5026 hasta llegar al alcohol absoluto

4. El tendo es aclarado con una solucion de xtlol v postennormente embebido en
parafina con un punto de fusion de $7-58°C.

5.Una vez hecho ¢l bloque de parafina se hacen corntes de 2-4ut los cuales se emplean
el estudio de macroscopia de luz previa rcalizacion de las siguientes tinciones:

para
tricromico de Masson y metenamina de plam.

Hematoxilina y costna. PAS,

APENDICE 2

~ Inmuaochistoquimica
1 Se desparafinan los fragmentos obtenidos del bloque de parafina calentindolosa §7-
60°C

2 Los cortes desparafinados son incluidos en xilol v posteriormente en alcohol a

ConNCentraciones progresisamente Menores. imciando con alcohol absoluto hasta HcLara
alcohol al 50%
3. Previo lavado con agua corriente se efectda la recuperacion. de antigenos con
protemnasa K durante S munutos v postersormente se lasa con agua destilada

4 Se efectua bloguen de peronidasa endougena con peroxido de hidrogeno al 3% en
metanol absolutoe

S Selasacon PBS 1o mM con pHide 7 2-7
O Seagreva el anticucerpo primario (espect th

mimutos
7 Postenor a lavado se agrega ¢l antcuerpo secundarnio obtenido de cabra unido a

<
cara una dilucion de 1 200 v se deja por 30

brotma s se der 30 minutos

8 Seawrega ol conupado estreptasidina - perosidasa por 30 minutos v se Liva

9 Seagregi el sustrato de perosidasa €3 3 dumimobencidina por 1O nunutos v se lava
10 Selleva a cabo la contrmtineion con hematosilina v finalmente se monta en resina
Se usa como control nevativo un tragmenio de tendo renal sano empleando solucion
PBS en lupar del anucucerpo prananio » coma control positis o tenrdo renal sano temdo

de 1a torma antes descnita

2.2

v/\ﬂf*ﬂﬁg

L UTERIS NGO SALE




APENDICE 3
~  Aislamiento de RNA
La extraccion de RNA total se lleva a cabo utilizando el kit comercial de Boehringer
conocido como Tripure. el cual se basa de un solo paso y emplea extracciones en
cloroformo. isopropanol v etanol frio al 75%5. como se detzlla a continuacion:
1. Se homogeneiza el tejido con 0.5 ml de Trizol en un tubo NUNC.

. Se ransfiere el homogeneizado a tubos eppendorf de 1.5 mi estériles.
Se agrega a cada uno 100 ul de cloroformo ¥ se agitan | S seg en ¢l vorntex.
Se incuban 10 minutos a temperatura ambiente
Se centrifugan a | 1900 g durante 15 minutos a 3°C.
Se separa la fase acuosa ¥ s¢ coloca en un tubo nuevo.
Se agregan 250 ul de isopropanot
. Seincuban 10 minutos a temperatura ambiente
Se centrifugan a 1 1900 ¢ durante 10 manutos a 4°C.
. Se ura ¢l sobrenadante v se agregan 0 5 mt de etanol frio al 758%6.

Se agna en vorex hasta desprender el boton
. Se centnfugan a 7500 g durante S minutos a 4°C.

Se ura el sobrenadante v se centrifugan nugevamente | nanuto a 3°C.

Se qurta todo ¢l sobrenadante con una punta esténl B o

Se colocan los tubos abiertos en la centrifuga de vacio (speed vac) v se

ntrifugan aproximadamente S nuinutos .

Se resuspende el boton con 50 il de agua grado Biologia Molecular

ORNG ML W

ZLLn-o

-6
[ XYY

APENDICE 4

~ Cuantificacion det RNA
Se didusen 2ul de RNA en 48 wd de avus desulada v se regastra la absorbancia en luz
ultravioleta o una loneitud Je onda de 200 nm s 280 nm La concentracion total de
RN A en puy se obticne directamente de 1a lecturs registrada 4 260 nm Para obtener Iz
cunpdad toul de RNA estniondo se muluphen b concentracion en ug al por ¢l s olumen
tota] de agun gque se utithizo pam resuspender ¢l RNA Al tinal de la extraceon
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APENDICE =
= Gelde agarosa para RNA (minigel)

En un matraz Erlenmeyer para cada 10 ml de Lel se mezcla:

® ‘Aparosa 0.1 ¢
Agua desulada S.5 ml
Se disuelve por calentamiento (horno de microondas 4‘")
Se deja enfniar a SO0°C v se agrega para cada 10 mt de gel:
1 ml MOPS 10x
0.5 m! Formaldehido

Se vacia sobre la caja del gel » se deja sohdlﬁcar cuando menos por 30 mmulos antes
de usario

Para correr el RNA se prepara la siguiente mezcela para cada muestm:

e 5 ul Formamidn

1 ul de NOPS 10x

2 ul de Formaldehido

1 ul de Gel loading

0. 16 ul de Bromuro de Enidio (10 mye'ml)

Semezclan8 1 ul con 1 ot 5 ul de RNA

Se cabenta 10 minutos a 63°C

Se enfria rapido en hiclo v se deja a tempemtura ambiente -

Se vacian las muestras en el gel sumergido en NMOPS Ix

Sccorre elgela 753 Vdurante | S h

Para desteiir ¢l gel se sumerge en agua durante lU mmulo~ 3 veves

MOPS 10N 1L

41 80 1 N1OPS

6.80 ¢ de Acetato de sado
20 ml de EDTA O S\

pH = 7 0 con NaOH 10N
Estenilizar por tiltracusn

L. LOADING (Pa 2 mbh
e | mlde glhicerol (3004
e HOUlEDTUAGS N pH RIS B

STC’ lalat

FALLS
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APENDICE 6

Obtencion de cDNA (TR)
La reaccién con transcriptasa reversa se lleva a cabo usando 5 pg de RNA. el cual se

leva a un volumen de 11 ul v se calienta a 63°C por 10 min. La TR se efectia a 37°C
por 60 minutos en un volumen total de 20 pl usando: 1 ul de transcriptasa reversa del
virus de la leucemia murina (MMLYV, Gibco), 1 ul de hexameros. 1 ul de una mezcla
de deoxtnucledtidos [dATP,. dGTP, dTTP, dCTP (dANTPs)]. 2 ul de ditiotreitol 10 mM y
4 ul de buffer para TR (75 mM KCL, SO mM tris-HCL 3 mM MgClz. pH 8.3).

Al final las muestras se calientan a 95°C por 5 minutos pam inactivar la TR y se diluyen

a0 uldeagua grado PCR

APENDICE 7

~ Amplificacion de las isoformas de NOS y gen control (B-actina)

Se utthza una decima parte de la TR de cada muestra para la amplificacion de las
1soformas de NOS y  f-actina en reacciones con un volumen final de 20 ul. que
incluven 2 ul de buffer PCR (10 mM Tris-HCL 1.5 mM MgClz. S0 mM KCL. pH 8.3).
U2 ul de dNTPs, 0.2 ul de [a-x: P} dCTP (250 uCi). 2 ul de cada iniciador {sentido y
antisenudo) v una umidad de Tagq DNA polimerasa. Las muestras son cublernas con 20
ul de acette mauneral y Ia PCR se efectaa en un termociclador con ¢l siguiente perfil:
desnaturahizacion | minuto a 94 °C. alineacién | minuto a 59 °C y un minuto de
extension a 72°C  El ulumo ciclo es sepuido de un aliimo paso de extension de §
mmutos a 72 °C El gen control es co-amplificado simultaneamente en cada reaccion en

un tubo separado
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APENDICE S

>~ Primer

BLANCO

nNOS

iNOS

eNOS

B-Actina

sados para amplificacion en PCR

PRIMERS PRODUCTO(bp)
(=) 57 = AAAGCGAGTCTCAGCTGC - 3° 232
()5~ CAGCAGTTCCACTTTCAC - 3°
237

(=) =° = TCTTGGTCAAAGCTGTGCTC ~ 3°

-) 57~ CATTGCCAAACGTACTGGTC - 3°

(—)‘5' S GAAGAGGAAGGAGTCCAGTAACACAGAC - 3°
()3 = GGACTTGOTGCTTTGCAGGTTTTC - 3°

()57 - CCAGAGCAAGAGAGGCATCC - 3° )

GTGGTGAAGCTGTAG - 3°

()5 - CTGT

TESIS CON
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