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*RESUMEN 

El uxiJu nitnci.1 cN01 m J'--nvudo úc la 1.-urgininu "'-; ... orce una vuJ'icdud Je cfixtos lisiolúgicus y 
1is1upa1ulúg1cus tantu :t nh·cl renal como sislc..'tlltcn El NO es gcncruJo pt"'r ::; i~··nf\1nnas Je In smtas:1 dc "'id1.:t 
nnncu (NOS) dos 1s.....,lluTT· 1s consUIUUViL"' de n.::o.T"UL~ll uguda llamm .. las NOS neuronal u c...."t"cf-iral (nNOS) y 
N<>S -.·rh.hlh:lial h:NOS1. '.\ una 1si.11i.1m1a mú.-. pLTslsh .. "tltc Jl:unaJa mJuc1blc (1NUS1. NU rc(!Ula la Jillraciún 
!!lomcrulur. lu rcah!"l.-.rc1ón 1 Jhular y Ju Sl.."\..T'-"Ción intran..."tlul de n..."tlinu. Mi .... "tltruS que el NO pu ...... ~k h:n11..T un 
pard b1..-nctiu"' con10 muk• da m1,...'TlS.:ll'-Ta y Je Jcli..-nsu Jd huc ... ,.,w. su pr0Ju~1un c'c(.....,.l'\"U pu .. :Jc sc:r 
cllnh.1,icn. La f!C..."11\.TOK!1ún tra• ~aluna de NC> c.arac1cnsuca de! la ~CU\. &1c1on Je e NOS c...-s 1..Ttt1ca para la actividaJ 
JI.! al~una.., crv1n1a!'> as1 com1 puru la n100mc1un d..: vas..1rclo.11.i..:1un. u.,;t1'\·1Ja.J un11-a~'fllot1ca ~· pnlt1 ... ~1nn 
cun1n1 stn:s. ... l•XtJauvo Por • tra panc:. Ju g1,.."t11,..Tao,;1,•n .sost1,..-n1l.h.1 y Je gran maµnnuJ Je N< l por 1NC)S. 
Jcpcm..111,..•nJl• Jel ..:..•nh:'-h• cclul...r puede llcv;tr a un o.m1pho c:-.TH.:ctro Je ~-...:ucJa.-.; l.u prog.r1,..-..;u•n del Jaí\o n:nol 
1,.."tl el cur~• d..: nefr,1pauus :-.c..• ;L-...~ia ~·n can1hh" l."Tl el putrún Je 1,.....,.pn.:s1un Je Ja .... M111USOJ.!'>. ¡,?1,..Til.Tulm1,..-n1..: 
.. IJ..;z1111uu.:1011 de la c:S< ,...,. \ ;Utt1l1,.."tll•• de 1:-.:< >S l·:n Ju qu..:.....: r..:f1..:rc a )J patultt~t:J Jd t1·a-.vla111e r1,..•nal d :--.:l> ha 
s1J11 1n1ph.,;aJu l.TI la pah.•J!l."tll.~ls Je! n ... "ChU/o a~uJu ~- crún1cu Jc:l alum1L'TtO ó.L"'il como l.,l la ncfro1u,1cu..JuJ pur 
JJ1n1;.1c1.-. 1nrnun1.-.uprL-:-....•n:-. en pan1.:ular la rdm..:ll•naJa a c1cl11:-.y,1nn¡1 /\ l::'\11luanJ,, n11..·J10.mte R r-J>cR e 
uununuh1stot¡inm1..:a la ..:'prc-.,un J..: la..., J 1sl)fonno1s Je Ne lS en i....":'-.~"\:lmL"nL-S Je hu•ps1u Je ul1•1n_11,..Ttus n.."flall.-s 
1..Tl pac11..-ntes :-.o.1n1c1u.Jo..,¡ a h1op-.1a Lle! 111)L"t1P 1..-n tl•n11a pn.•h•culana u h11..·n P"T J1stiu1cu•n a~u.Ja" cron1ca Jel 
101.:no. no-...1tru-. 1..-nu•ntr,;amn..,. que 1..·11 el CUT""'º .J .. : J .J1ICrt.."fllL-.. n..:1rup~1ua. .... .Jctin1Jas h1s1opatuJ.1µ1cantcnt..: 
1111..·fr••"''1..:1J;i..I p••r- ..:i..:J .. 1.,;p11nna. r1..-...:h:v1• nµuJ11 ~ ncfr,1pa11a cH1111cu .Je! 1n11,..-n.11. el patn•n J1..· e'pn:s1un Je 
r-.;1 ,..., -..- 1..-ncu1..-ntra allLTaJ.1 1 .a ó..1Jm1n1slrac1l•O .Je CsA lit• muJ1licl1 ~1~1Jicat1v1mu.-nrc [,•s. niveles di.." cNCJS. 
:-.1.1µ1nc11Jo que el 1 )~ pn•.Juc1Jo pnr ..:-.aa 1-...•fl1nna pudiera contra.JT1,......,.tar o.ti llll."t'ln'i en p:1n1..· el \.!f~.:ctu 
'\·a:-.0.10•11'-tnClor Je c-.le 1nn1unnsupr1,..-•r. Ju que :--...: a:-.o<....:10 aJ1...,11a."'i CllO una nu1~or 1..'"'pr1,..-s1on .Je la IS.."lltlmta 
ui. .. h1c1l-olc 1 ..... cli.."CI.,, pr Pli.."Ctore-. ... lo.: !':< J tale..~ corno pre'\ l."tlc1011 Je la ~ll'\':.JCh•ll .Je leuc1-....:1h•""' \ o.i.Jh1...-s1un Je 
plaqu.:r:.1 ... h•m s1Jo alnhuuJu ... ul N<, µ1.."tl1..T<nlo ~1r la snua . .....i 1..-nJotehal. Ju qui.." upo~anu el pt•ll."l'JClóll cli..."Ctll 
~nc1i..:..1 .J..: IJ e'prc-.11•n t!1..·n1..:.::1 ........ 11.."1111...fa Je c~I JS Jur•utlc la aJ1111ni-.trac1t•n l.Tl•111c..'1 Je C:-.A. 1-:n rcla.:1 .. •n con 
d rc...-..;h;vo .1µu..J1•. ~ .. h ....... "T"\·11 una n1<t\0T c'pn.:su1n Je 1,1 .... 111vcl1...-s Je 1N< >S l4Ulh1 u nivel g1..-n1ol e .. rnu pn•tl."1Co. 
I•• cu.11 p .. .Jria ~·ntnhurr ;.11 daf'lo \;L......:ular. t!IP1111..·ndar '\ lubulo1nll.T~Uc1al 11h:-.c..-n.aJ1• l."11 L"Stos c:L .... , ... AJL"'tnü~ 
1.."tt pre-.-ncta J..: n .. "Chov11 aµud1• l::i -...ihrc c'pr1,..-s111n <le 1NCJS,.,..; h;.i a-..-.c1aJo c<1n mliltn1c1ún celular 1:1 pap...:I ~· 
l.1 fi.J1..,1tc- .le! :-.;et 1..,1 IJ nc-ln•pllf1;:1 cr11111C'~I Jd ;:1f.11n1l.T10 aun n., -..un claro-... sin 1.."tnhar¡,?u 1.."tl c-:-.tc c"'i1uJ10 S4.: 

L"f1C.•n1n1 un ha¡,• 01\d J..: c'pl"l."""ll•n J..: la:-. :l 1:-..1•11.•tTrHL"'i <le NClS L"fl ca...._,..,. Je nclhlpalla cn1mca del altltnJl.Ttu. 
f¡1fll•• .1 ni'\ el ~cnu.: .. , a-.1 cnn1 .. P"' 1nn1un.,h1-.1111¡unn1ca. pn•f1<1hk'Tll1.."tllC J1..·h1J11 i.I lo aV•10J'aJ1• .Je) Joiflu 11 .... ular .. 
l>1cha Ji··•mrnucu•n L"fl la e'pn:s1nn Je NI>~ en ¡....,ca."""" Je ncr"n•plllw cnlntca pucJe Jeh1,..-r.....: 1oimh11.."11 a un 
u1cl1.."tlll."ttl" en la o•ni.:1..,1tra.:111n Je 111h1h1d .. r1,..-.. 1,..,1J••µ1..'T1•" c1rculan1l.-.. Je..•!\:< lS Cuwu.111 Ja-. 1i.inc1nn1..-... .t.: h...Ju..,¡ 
),¡¡ .... 1-...•l~•m1a-. Jc- N< >~ ..... n hJ .. quea .. ta .... !11 ... cfi..-ch•..,. Jck·t1.."TL"" J..: fo 1nh1h1e111n Je e:-.,JC >s Ul'\Jn<1hk-r11en1c 
f'IC''\ .ik"\: ... ,1 ..,.,hr..: 1 .... p11-.1~k..,.. b1..'11cli..:1<1 .. J1..• la 1nh1h11.:11111 Je 1;'\:l )~ 
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-XNTROC>UCCZON 

FISIOLOGIA DEL OXIDO NITRICO 
El hecho de que un gas nocivo y un contaminante ambiental como lo es el óxido niuico 
(NO) juegue un papel tan importante en la fisiología y fisiopatologia. fue una gran sorp• ·~sa 
para muchos m\tesugadorcs. La n1uluphcidad de efectos de esta molécula. clarame ue 
apoya el hecho de que el !'O tUcra nombrado la molCcula del afio en 199:!. 
El descubrimiento de que NO causa rcl<.!jac1ón del músculo liso vascular fue hecho en t 9 ·9 
111. lo cual fue previo ;1) descubnn11ento de la vasorelajación dependiente del endotelio y dd 
factor rela.1antc den vado del endotelio l.:?I En t 980 Furchgott y Zawadsk.1 descubrieron qut: 
en anillos aislados de aorta de coneJO Ja relajación inducida por acetilcolina dependia de la 
pn:scnc1a de una 111onocapa de células cndotelialcs Ellos concluyeron que la activación de 
r-cccptorcs n1uscann1cos en células cndotclialcs disparaba la generación de un factor 
di fusible y transfcnblc que rela.1aba el músculo hso vnscular: a este factor le llamaron fuctor 
relnjante dcnvado del endotelio (FRDE) Postcnonncntc encontraron que In rclnjación 
dependiente del endotelio Cf"3 1nh1bida por prote1nas heme las cuales se unen e inncuvan al 
NO y que tanto d NO como el FRDE activaban guandato c1clasa 1 ~ 1 . Lo anterior llevo a 
proponer a Furchgott e lgnarro que en realidad el FRDE correspondía al :SO 111 . 
Estudios sobre el mcc:in1sn10 de acc1on de n1trogliccnna. 1soamilo nitrito y nitroprusi:uo de 
sodio re\. ciaron que cada uno de estos nitro con1pucstos hbcraban NO al contacto con el 
musculo li~o \.ascular Por lo tanto. el n1ecanisn10 de accaon de c..~tos nurovasodilatadores se 
atribuyó a la gcnerJc1on oc ~O en el n1úsculo liso vascular. donde el NO activa guanilato 
c1clasa v t..~t1n1ula la b1os1n1cs1s ultracclular de G:\.1Pc. 
Dada la- gran re.acU\. 1dad y el rnp1do metabolismo de esta sustancia. los efectos biológicos 
pn:dom1nantes del 'ºson c_1crc1dos localmente y sus efectos especificas dependen de la 
cantidad de NO prcscn e as1 como del s1t10 de producción. Por ejemplo~ el NO producido 
por macrofagos ltcnc un papel predominante en la c1totoxic1dad. El !"O producido en Ja 
pared ancnal lle"a pnmanamcntc a \.a.sodilat.a:c1ón Debido a su roipida oxidación en el 
lumen ancnal. l..i al:c1011 \..:J.~od1latadora del ~O se e.iercc en forma autocnna o par.icrina En 
el n1usculo liso \.ascular. el :"O actua corno un segundo rncnsa.1ero para inducir 
\.asod1lat:ic1on Al u111r~e a la mnad del grupo heme de la fomH1 soluble de la guanilato 
c1clasa. el '() act1\.a esta enzima La guarulato c1clasa catali7..a la conversión de guanosin 
tnfb..,fato (GTPl a Ci,tPc. el cual a su vcL actl\.a una protc1n J..1nasa dependiente de G:\..1Pc. 
Esta l..1na~ fosfonla fo~fobn1ban. una proteina reguladora para Ca-ATf>asa en el rcticulo 
~;ircoplasn11co La Ca-·\ TPa-.a d1~1111nuvc la concentrac1on de calcio intracelular. lo cual 
tina.ln1cn1e lle\.a a dcfr.,~fonb.c1on de cadenas ligeras de m1osma y por consecuencia a 
rc..:la_1ai.:-1011 d ... · rnu-.cuhl lbo 
La ox1dac1on t...~pontan~t del ~O para forn1ar nitrito y nitrato es el prmc1pal modo de 
1nactn.ac1on de 'º La pr<.l..iuCCllln de '() en s1stcma5 b1olog1cos puede ser cuanuticada 
n11d1cndo t..~to~ prnduc-10-. º''datl\.O~ en pb.srnn y onna y por la medición de la excreción 
UTltl~Hl~I Jc (i'-IJ'..: l·i 
El º"''do nttrico t..~ un:i rnlllccula u1volucr:ida en 1n1portantes procesos fis1olou.icos. 
incluyendo rcgulac1on del h.lnl, "a:-.cul.:ir. agrcgacaon plaquetana. mccan1sn1os de defensa. 
1ntla1nac1on. ncurotrJnsm1~1on. aprend1.7..aJt.: y men1ona. erección pcn1I. vac1anuento 
_ga-.tnco. labcrac1on de: horn1ona~. d1fcrcnc1ac1on celular. n11grac1ón celular y :ipoptos1s 
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También se ha mostrado que panicipa en reacciones celulares fundamentales co010 la 
síntesis de RNA. respiración mitocondrial. glicólisis y mcrobolismo del hierro 141• Estas 
ª'~iones biológicas del ~O resultan de modificación covalcnte de numerosas enzimas. 
receptores. proteinas estructurales y factores de- transcnpc1ón. Si los efectos netos de NO 
sob,·e una cCJula dada son benéficos o dcleu:!reos estar:! detemunado por Ja concentración 
de 1'.0 obtenida. duración de la producción y composición del microarnbicnte adyacente 1'· 
•J 

El ~ ._l es producido a partir de L-arginina. su sintcs1s es catnhzada por la sin tasa de óxido 
nitric,, (NOS) de la cual se han 1dcnt1ticado tres 1sofom1as. r-..;OS endotelial (eNOS). NOS 
ccrebr .. J o neuronal <n="'OS) v :'\!OS 1nduciblc (1;\;0S) 171. Estas cnzunas son hamo dímeros 
cuvos u1onómcros son en si mismos enzimas fusionadas. una citocromo rcductasa y un 
c11~crorno que rcqu1cn: 3 cosubstratos ( L-arg1111na. :'\.Al.JPH y O:!)'.'-' 5 cofactores o grupos 
prostCticos (FAD. F:\.1N. caln1odulina. tctrah1drob1optcnna y heme) Cada 1soforrna es 
producto de un gen distinto. Hay dos formas cons11tut1vas dependientes de Ca../Ca!\.f. la 
nNOS (también designada NOS 1) cuya actividad fue pr.mero 1dcnt1ficada en neuronas. 
mapca en el cromoson1a l :!q:::.4 :! y la e~OS (lamb11:n designada '.':OSJ). primero 
1dent1ficada en células endotclialcs. mapca en 7q.'l5-J6 La fom1a 1nduc1blc. i!'iOS (ta.rnb1c!n 
designada :"OS:!) es Ca·· mdcpcnd1cntc. se expn:sa en un amplro rango de tipos celulares y 
mapca en l 7ccn-q 1::: Las forn1as const1tut1\.:ts de NúS n;'\;OS y cr'\:OS están presentes en 
cClulas endoteliales y neuronas mientras que 1:'\.0S esta presente en diferentes tipos de 
células 1ncluvcndo mai:rofol!os. células endotelialcs \.ascularcs. cClulas de mUsculo laso 
vascular. ccl~las cprtcliales. -;,cutrótilo~ y fihroblastos pq cNOS y nNOS generan pequeñas 
cantidades de '.'.O. el cu.al es 1mpon.an1c c:n Ja transducc1on de señales incluyendo la 
regulación del tono va.scular. mientras que 1NOS la cu;ll puede ser inducida por citocinas y 
cndotox1nas produce grandes cantidades de ='-O con efectos cnotox1cos/c1tosti111cos l~I_ 
Dos reportes reciente:-. han ~ug:!ndo la J"lOs1b1ladad Je que existan enzimas adicionales 
capaces de sintetr7.ar :"\:O con propu:dadcs muv d1st1ntas de l.as 1sotOrmas NOS conocidas. 
l:na ac11v1d.:1d cnz1m~111ca i.:-apa..-:: dt.• producir c1tn1lina ·v nnr:ito fue 1dcnuticada en el nñón 
dt: Ja rata 1''1 En otro estudio una protcma punficada del cerebelo de rata mostró convenir 
bra.J1J...1n1na en '.\.O 11

"
1 l.a C'-f"líc'.'u1n i.Jc c:-.t.J prott.•1na en 01ro~ organos no ha sido examinada 

;.·:-.u cstructur;i pnrnana no ha su.Jo clucrdada 

OXIDO NITRICO Y RIÑON 
1.as. ~ 1.,.nfi..1rn1as c~1r;11.:h.:ri...-.to..t.1~ dt.• :"..ClS c~tan prc.."•Cntcs en el r1ñOn y st! exrircsan en una 
l~ln11a c~ricc1fic~1 p;ir..1 t..·~11.fa tipo cclul;1r En l.1 ~onc,...a renal n!'OS cxtube una exprcs1on 
cclul~ir pnnc1p~dn1cntc t..•n t1 111;1cula densa. 1,0S ha ''do ohsen.adit en cclulas n1csanc:1alcs 
' t.'n cc..•hd~1~ 1uhul.arc ... ,.,fll'J1n.1lc .... n11cntra~ qut..• c..•°'C)S se C'J"'lrcs.a pnnc1raln1en1c en c;;.lulas 
t..'rH.i~1tt.:li;dc~ i.Jc: ancru1l~1 .1ri.-rt.·ntc..•' cft..•h.:nrc.:;. cn car1lare:!'t glnn1erul;uc.."S ~- pcntubul.ares. 
l::n Ja n1edula rt.•nal n'-Cl'."-. ... t..· c.:,1-irc:-...1 en 1uhuJo colector n1c:dular 1n1cmo. 1S"OS ~e dctcct.a 
c..·n la r~1n1;1 a ... ~cndcntt..• en1t..· .... 1 1nc.:Jula1 del ;1~1 de..• Hcnlc v c~C)S .,, .... ,,..,c..,liza en la r;1ma 
a ... ccndc..•nit..• L!n1c.: .... 1' t.•n 1~1b11h• .._·,1k•c11.n . 
'<> p,.nduc1:h1 pnr n'( >~en '-·t..·lut .... dc..· l.1 r11.1~ul;1 dcns.:t 111odula cl tono ,·ascular renal por 
rct11a..:11..1n dirct..·1;1 Jt..• la ;1nt.·t1ul.1 a1i.-rcntt..·. atcnu.;1ndn pnr lo t.antc-. la '\asucon~tncc1on 

n1cd1~u.Ja J:"Ur la act1\.aClt'f1 del ... .-.1cr11;.1 rc.:uo;il1111cntant1 tuhulo-glonH:n.dar 1111 
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Además el NO producido por células de Ja mácula densa aumenta la secreción de renina en 
células yuxtaglomerulares de la aneriola aferente. mientras que NO producido por eNOS 
contribuye al mantenimiento del tono vascular re~ulando el flujo plasmático glomerular a 
través de dilat.ación de la vasculatura glomerular 11 - 1. 
La actividad endógena de NOS parece mediar efectos de transpone iónico en túbulo 
proximaL rama ascendente grut.~a y túbulo colector conical de la ra: t 1"1. 
Z-..:0 producido por 1NOS en condiciones normales y durante estimu~os inmunológicos. en 
células rnesang1ales puede tamb1en modular el tono vascular por ur• ~ecanismo indirecto 
debido a relajación de cClulas mcsangiales. Por lo tanto. la fuente le NO detenn:na su 
efecto sobre la func1ón glomerular en condiciones normales y patológ1..::as. 
Respecto al papel del NO en el riñón. estudios previos 1'· '~ 1 ha1. mostrado que en 
condiciones fisiologrcas. e: l\:O se deriva principalmente de NOS constitutiva y contribuye 
a Ja regulación de Ja m1croc1rculación glomerular y a la inhibición de la agregación y 
adhesión plaquctana. En contn1stc. en situaciones patológicas c:I NO es generado por NOS 
induclblc como se h.:i demostrado en ~lomCrulos ncfnucos aisl.:idos en cuatro diferentes 
modelos rnurinos de glorneruloncfntis Por compl~jos inmunes 11 "*· 1' 1. Sin embargo el papel 
del :'\.'O en cnfcrn1cd.:idC"~ renales c:s aun conrroversial La 1nh1b1c1ón de la producción de 
NO in'"'"º en glomcruloncfnt1s cxpcnmental ha producido resultados inconsistentes. E., el 
modelo anu-Thy-J )- en ratones i\.1RL-Jpr1Jpr. la 1nh1b1c1ón de la produccion de NO reduce 
el daf10 glomcn1lar. n11c11tras que el nusmo tratamiento empeoró el grado de protcinuna. en 
nefritis ncfrotóx1ca 11 "· 171 

EXP~SION DE SINTASAS DE OXIDO NITRICO EN RIÑON NORMAL Y EN 
GLOMERULONEFRITIS 
El anillrs1s de la act1v1dad de ~OS y Ja producción regional de NO ha encontrado que la 
medula renal es el s1t10 principal para la sin1cs1s basal de ~O en el nñón de rata '"1. t\.1cKee 
¡ii.:¡ ohscn. ,..., quC" la medula renal nom1aln1cntc expresa aprox1madarnen1c 3 veces más 
act1\.1dad de ~OS que 1:1 concza renal 
L.-:1n1:is ~ l.:ols n1ostr.:iron que el n1R:".:.·\ de t:~OS e;:s s1ntet17....:ido por células cndotl!hafC'_; 
glonH:rulaT...-~ cultl'.ada:-. 11 ''1 En el r11lón hunmno nom1al. usando 1nmunoh1stoquin11ca e 
h1bnd:ic10n 1n .:..llu. Bachm:1nn. Bussc y '.\1undcl J-"l•J 1dcnt1f1caron la expresión de cNOS en 
cclula.'- cndotcli:.1ft.•.; ~lumcruJan ... ·~ v ancnolas aforcntC'S cfcrt:ntcs. mientras que n~OS fue 
cxrircsada en ancnola.:.. cfcrcnt&..·~- n1a...:ul.a densa v capsula de B<n .. nian 
Bcls~c n:puno que ...-J tr:1t.-:.1n11cntt.1 ...:nn furos•.:n11d~ produ.rn un marcado 1ncrcn1cnto tanto en 
actn 1dad de 'C>S corno de lo~ tll\.eles de rcn1na La rcstncc1on de sal aumento Jos niveles 
de ' .. OS El 1r..11..a1111cn1t-... con 1.-'-:\,IE Jlc:,t.1 a r11odcr:.11Ja rcducc1on de la ac11v1dad de !"OS 
Esto::. can1h1t.'::> nlt.,~traron quC" la :h:t1" 1d;1d dt.• "\.OS y 1.-:i c..,.prt.""Stt.1n gt.n1ca cstan 1n\.ersarncntc 
rcl;1cn,nad,h ~1 counhu1-., cr,1111..:" ... t..•n l.1 pcrfu!-ttC\n n.:n.-:11 el f1.al;1n\.:"t.!' de -.:.1 ~ el tr..tn"'pont." de: 
s.il en el tuhulo d1~t.al ...-11 parah..~Ju •• :on la resput.·~tJ cnnc.•..:1d;1 de la rcn1na a estos c~unb 1 os La 
1nf11h1..:ll.'fl de 'OS d1::.1111ru1;..c l,l.., n1 ... cle-. de Ten1na en el :tparatc.l vuxtaglon1crular lo cual 
ª'"'''""·;, qut.• el "\."O dcri,adt1 de 1.a n1.u .. ·ub dt.~n~a pan1c1pa c:n el ..::t...,ntrnl de l:t ~1ntcs1.:;. de rcn1na 
1:1, 

Cnn tt.''PL'~h' ;1 l~t t.•,prt.-...1011 dt..• '''''· 'lc.•haupr ,_.. repon<• qut..~ d k'".·\n1 de 1'-<>S era 
produt..·1,J,, P''r ...:clula:-. nh.:-..ang1alL•-. cultl\.;.td:L-. c::.11ntulad.-:1.~ P•'r J~1~1or de nc:crus1~ tu1noraJ­
:11t:1 1T'-F-.. 1 e tntcrfc.:n--.11 gan1n1.1 flF'--·o " qut.• ~·lntnt.·n1Jt,, n11crod1~ec:~1do::. de ratas 
norn1.-:ilt.•..,;.. rata.-. tratada~ ..:on hpopolls;u.:aruJv"' tamh1c:n '1ntcl1/.ah:tn el R!',; .. \n1 
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Se sugirió que iNOS es sintetizada in vivo por células mesangiales .. sin embargo en dos 
modelos experimenmlt...~ de glomerulonefritis se dcmostr-ó que leucocitos infiltrantes y no 
cClulas mesangiales. expresaban iNOS. Usando inmunohistoquimic~ Jansen et al 
mostraron que Ja rnayoria de células que expresan iNOS en glomérulos de ratas con 
glomerulonefritis por comple.1os inn1unes son macrofagos r.:.•i. 
Estudios de biología molecular han identificado variantes por empalme altemativo de NOS 
J y NOS .::?. que parecen esrar sujetos a regulación Unica y pueden codificar proteinas 
funcionalmente distintas. La distribución renal de estas nuevas variantes no ha sido 
explorada en detalle. Adcrn:is mecanismos de control transcripcional y post-transcripcional 
recientemente descub1cnos. incluyendo el uso alternativo de promotores. interacciones 
proteína-proteína y eventos de fosfonlación para las 3 isofonnas mayores .. aun esperan 
caracterización en células renales 11' 1. 

Estos hallazgos sugieren el papel de N'O en el dcsa"ollo y progresión de glomcrulonefritis 
humana 
Furusu y cols. 171 examinaron la expresión de 2 isoforrnas de NOS en especímenes de 
b1ops1a obtenidos de pacientes con varias formas de glomerulonefritis usando 
inmunoh1stoquimica y analizaron Ja correlación entre la expresión de cada NOS y el grado 
de daño glomcrular. Esto5 autores encontraron el" OS en celulas endoteliales glon1erulares y 
en el endotelio de anenolas aferentes. eferentes y de vasos con1calcs en glomérulos 
normales y cnfCrmos. En casos de nefropatia por lgA (lgAN) y nefntis Júpica (NL). se 
encontró expresión de la 1soforn1a 111duc1blc en cClulas n1esangiales. cClulas epiteliales 
glomcrularcs y células 1nfiltr::intes. se observó adenias un patrón de expresión reciproca de 
e'."OS e i'.'.:OS en los glon1crulos :ifcctados La expresión de c:'\:~S correlacionó 
negativamente con el grado de daño glomcrular. mientras que la expresión de 1NOS 
correlacionó posll1"\.an1entc con el grado Je daf10 glornerular Los resultados de este estudio 
171 junto ..::on resultados de estudios prc..-105 sugieren que cClulas cndotchalcs glomcrularcs 
pan1c1pan en la smtcs1s dd :".;Q en glomcrulos nonnalcs y enfermos a tr-a" es de la expresión 
de e~OS. Por ou-a part1...•. es claro que m1cntr:is algunos macrofagos expresan 1NOS J.:.!I. la 
n1ayona de ct!lulas que conucncn 1~0S son cclulas glon1en1larcs 1ntnnsccas tales con10 
cclulas n1csang1:ilc-s y cclulas cp1tcl1.:ilcs glomcrulares Es posible que algunas cnocinas 
cstcn involucradas en la 1nducc1on de 1;\.;()S en glon1cn1los enfcrnH..l~ De hecho se ha 
rcponado l;l c.,prc~1on de rntcrlClh.:nw-1 hi:ta ( 11.-1 JJ) y T:"r."F-a. en glomt!rülos de pacu:ntes 
con ncfru1s lúp1ca y ncfropat1a pnr lg.·\ 1-'-'I 

La d1s.n11nuc1on en la c:'prt.•,u.ln dt.• c'OS t.•n ca~os de .....:Le lt..?.·\:'\. Cl.lll lcs1on ntodcraJa a 
severa sugiere que t.•st.:i ;1ht.•r;1c1on pucd1...· con1nhu1r a la progr~s1on de t.·~ta!'lo cnfem1cdadt.~ 
renah:~ Es probable qu1...• la c;1p •. H.:1J¡1J c..Jc c'prc~1on de c:'\.OS en cclulas cndotcl1alcs de 
glon1crulos daf1ado~ d1:..n1u1uva durante la prl"'!!n..-... 1011 de cnfem1cd: .. 11..it.: ... rcn.ales PI Queda 
por determinar s1 la t."'fHC..,H'fl r1...·dlh ... ·1 .. i.1 de..• c'-(>S ...:un aun1cnto en la 1...•,prt. .... 1on de 1:'\,\0S t..~ 
Ja causa o n:suftado dt.:I J~1iH1 renal en li.!.·\'" 'l. 
Furusu et al han postufJ.dn que 1~1 1ndU1.:~·a1n dt.: 1 '-C)S puede con1perbar JJ. d1~r111nuc 1 nn en Ja 
producc1on de c~OS o qu1...• t.•'-C>S e 1'-C>S pu1...•c.h:n t1...•ncr p.:1pclt.~ d1fc.:rcntL~ en glumcrulu!'> 
cnft.:rn105 Puesto qu1...• la •.1d.s n11...·d1.1 de..· 'C> L'~ nllJ\. ._:,,n .. i. lo-. cH:cto ... h1t1fl1g1c..:o ... d1...•pcndcn 
tanto de la locali.7.;t.L"1nn .. del ~llhl d1...· prl•du1...·1...·1un ~b1 t.:otnn de la conct.•ntrac1un lt""JC.:11 de :-..:c.> 
La cantidad de '.'.O gencrad:1 P•H 1...·,{)'.'-t 1...·-. pt.:qut.:ila. t.•11...:;1nt1dadcs1111u,f. 1111c11tr..1 ... <1uc 1'.'.0S 
s1ntet17..a :-..:o en grande...-... can11<ladc ... f n1n1l1l J 1 .. 1 

11 
y, '¡, 

l 
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El hecho de que la expresión de eNOS disminuye con la progresión del daño glomerular. 
sugiere que los efectos fisiológicos de NO (modulación del tono aneriolar aferente y de 
células mesangiales así como el mantenin1iento de las propiedades antitrombogénicas del 
endotelio) producido por eNOS. disminuyen en glomérulos severamente dañados._ 
ocasionando altcracroncs en la microcirculación En contraste niveles elevados de NO 
derivados de iNOS son citotóxicos o citostáticos a! menos in vitro l::?' 1. AJ reaccionar el NO 
con h icrro de varias enzimas vitales de la cadena dt~ transporte de electrones y el ciclo del 
ácido cítrico. puede alterarse la función celular. A:· "!n1ás el NO puede también reaccionar 
con el anión su peróxido producido localmente pat "l generar peroxinitrito. el cu.o.J causa 
mavor daño tisular v peroxidación de lipidos 1 ~"' 1 . Por .,tra pane. el NO puede tener también 
un ·efec10 benCtico ~n glomCrulos nefriticos. Trachtm •n et al P

7
I repon.aron que NO inhibe 

Ja producción de proteínas de la matriz extracelular por las cClulas mcsangiales lo que 
atenuaría el desarrollo de esclerosis glomerular. 

OXIDO NITRICO YTRASPLA:-OIF: RF:NAI, 

El trasplante renal se considera actualmente la terapia de elección para Ja enfem1edad renal 
en est:id10 terminal. s1n embargo la f'alla del aloinjeno renal explica el 25-JO~·ó del total de 
pacientes que se encuentran en lista de espera para trasplante renal. De hecho 
aproximadamente el 20~0 de los trasplantes renales realizados en los Estados Unidos se 
hacen en pacientes quienes han tenido uno o mas aloinjertos previos los cuales han fullado. 
A pesar de recientes avances en la terapia de inmunosupresión. la mejoria en la sobrCvida 
del in1eno a largo plazo no ha ido a la par con la sobrevida del injeno en el primer año por 
lo que es evidente que existe la necesidad de desarrollar estrategias mejores y m.is 
especificas para prevenir o interrumpir este deterioro crónico en Ja función de aloinjenos 
rt!nalcs l~MJ 
Aunque clas1camcnte se ha considerado a la respuesta aloinmunc como el principal e 
1n1c1al insulto al alo1n.1erto. otras fonnas de daño pueden estar sobrepuestas. Se ha sugerido 
que factores dependientes e indcpendicntL~ de aloantigenos influyen en el desarrollo de la 
ncfropaua del alo1n.rcno Dentro de los factores dependientes de aloantigenos se 
cncuenu:in cp1sod1os de rechazo agudo, mmunosupres1ón inadecuada y la incon1paubilidad 
f fLA Causas de d1sfunc1on del :ilo1n.1eno 1ndepcnd1cntcs de antigcnos incluyen la edad del 
donaaor. el periodo de 1squcm1a y repcrfus1ón. mfeccaon por cuomegalovirus. d1shp1dcmia. 
h1pcnens1on ancn:il s1stcm1c:i y el uso de algunos med1can1cntos mn1unosupresores, 
pan1cul:irmcnlc c1clo~ponna A y tacrolimus J:MI 

L:i c1closponna A (CsA f t:~ un potente agente mmunosuprcsor que ha mostrado eficacia en 
la pre,cnc1on dd recha?o en traspJ;1ntc de On.!anos. sin emban.?o Ja nefroto,1c1dad es una 
sena complicacron de la 1crap1a Tres d1fcren1~s forn1as de ncfr~tox1c1dad por ch.:losponna 
pueden d1st1ngu1rsc d1sfunc1on renal aguda rc' crs1blc. :-.111drun1c hcmoht1c,-..-ure1111co y 
ncfro1ox1c1dad cron1c;1 la cual causa a.ltcrac1ones rnorfolol..!1ca3 1rrc• crs1blt....._ l:O'I En 
pa..:1entc!o trasplantado:-. dcspuc~ de b 111cses de tera.p1a con c1~losponna pueden aparecer 
les1onc'i h1stnlog1cas rcn.:1lcs 1rrcvcr.;;1blcs que pn..-.g.rcsan aun dcspuc" de n:Jt1o.:t:1on de la 
do:-.1:> 1'"1 Por lo an1cnor t=...:1s1c11 dudas sobre el usu coruu1un e 1ndetin1du de una "1rtll!a cuv:i 
ru:frotox1c1dad es progrest'ª e 1rrcvcrs1blc 1011 Por otra panc. la :-.u~pCt1'1on de cu.:lu~ponOa 
en pac1entt!S con trasplante renal se ha asociado a una pcqucñ;1 pero real mcu.h.•nc1a dt: 
cp1:-.ud1os de recha7o agudo lo cual ha prop1c1ado el man1cncr la adn11111strac1on d~ 
cu:losponna en forma mdcfin1da 
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1\,.1uchos centros de trasplante favorecen actualmente el uso a largo plazo de cíclosporina 
con ajuste apropiado e individual del esqucn1a de dosis basado en la medición de niveles 
séricos_ sin cn1bargo otros centros optan por el retiro temprano (6-1 ::!. meses post-trasplante) 
entre otras razones por factor económico dado que es un medicamento de costo elevado. En 
el dcpanamcnto de ~cfrologia del Instituto Nacional de Cardiología .. Ignacio Chávez··· se 
ha establecido el rctH"o de ciclosporina 6 a 8 meses post trasplante una vez que se ha 
descanado mediante biopsia del injcno la presencia de rechazo. 
Aunque la d1fcrenciación h1stopatológica entre ncfrotoxicidad por ciclosporina y rechazo 
crónico puede ser dificil e incluso ambas entidades pueden coc..,,.istir. se han descrito los 
siguientes hallazgos h1stopatológicos como característicos de ncfrotoxicidad por 
c1closponna. En casos de d1sfunc1ón aguda: vacuohzac1ón de células tubulares proximales. 
microcalcificac1ón en celulas tubulares. trombos capilares glomerulares. aneriolopatia 
obl1tcratn.a de sc...-cndad vanablc y necrosis en parches. ademas de h1alinosis de pared 
ancnolar v fibros1s mtcrsuc1al difusa. En casos de d1sfunc1ón ren.al crónica se describe 
fibros1s tU.bulomterst1cial en bandas. ~Jomcruloescleros1s a.si como hialinosis v esclerosis 
anenolar 1 ~-= 1 . - -

Papel del óxido nítrico en la netrotoxicidad por ciclosporina A 
La ncfrotu.x1c1dad de 1a CsA se caracteriza por vasoconstncción renal que con frecuencia 
progresa a daño crónico con daño renal estructural irreversible. La vasoconstricción renal 
se atribuye a un descqu1hbno en la libcrac1on de sustancias vasoactivas. Por una panc el 
aumento en la l:berac1ón de factores 'asoconstrictores tales con10 tromboxano. endotelina y 
ang1otens1na 11 y por otra. una d1smmuc1ón de !'actores vasodilatadores tales como 
prostac1clina y ó"'"1do nitnco in. -~~ 1 Sin embargo. la pan1cipación del NO no ha sido bien 
definida . .\lgunos estudios sugieren que la CsA altera la producción de NO. Se ha 
demostrado que células cndotcllalcs dt..""Sarrollan daño estructural cuando son expuestas a 
CsAP 4 l 
En contraste estudios nlaS recientes han n1ostrado que la síntesis de NO está bien 
preservada dur:intc ncfroto"'1c1dad por Cs.·\ llhJ. Bobadilla y cols. J.ni han mostrado que en 
r.:1tas tr:itada:o; con e~.·\. :i pc~Jr de la' :isoconstncc1ón renal producida por Cs ... \.. la respuesta 
hcmod1nan11c,a renal a la mfu~1on acuda de ar~m1na o a la 1nh1bic1ón de Ja s1ntesis de NO 
fue sm1il:ir a la ob~en·;ida en rat:i~ ¡ratadas co~ 'ch1culo. sugiriendo que Ja capacidad del 
endotelio renal parJ producir :"\;Q «.•,..taba conservada y parecía atenuar la ...-asocC"nStricción 
renal mduc1da por c~A l.opc:.t'-Üll!:PI y cols 1""1 demostraron aumento en 1:1 producción de 
~O c:n prc.;;cru.:1a <lc: e~.·\ In cual corTclac1ono con un aun1ento en el RNAn1 de c!'!OS. • 
Para caractcn.t'.ar la contr1buc1on dt:I '.':O durante ":tsoconstncción renal 1nduc1da por la 
adn11n1strac1on de Ch.:11..hponn.a en l;i rata. llobad1lla v cols P'JI c'-aluaron el efecto de Ja 
tnh1h1c1on crun1ca de ....:o ... uhrc la f11~tolog1a ~: hemod1nam1ca renales en ratas 
un1ncfn:ctu1tll7 . .:tdJ~ tra1;1da~ con c1closponna. un mod&:lo con ca.mh10:-. con1pcnsatonos 
h1penrotico~ Y funcionales s1n11l;u a :iqucllos observados en receptores de traspl.3ntc renal 
Adema~. e~tc gru¡:ln tan1h1«.·n dctcn111no el n1\. el de cxpr«.~1on renal de R "\:.·\.n1 de ca.da 
l~lllf.,rn1a e.Je '-OS en rata-. tr.11.ada-. con cH:lusponn;i En dicho estudio se cncontru que en 
Tal..'l'.'> trat .. "ld;h CCln ("'.'> ·"\. la 1nh1h1...:11..Hl de l~I '.'>lnh:SIS de 'º produJO ch,:"\.aCIOll de J;¡ prCSIOfl 
ancnal y nl;f'.\Or 'ª~o~on~1nc...:1on en'"ª"'º~ preglonu:rularcs Este efecto un1co del mh1b1dor 
nnn.1-l.-arg1nm;i mct1l c:-.tt:r (l.-'- ·"\'\lE). sug1no que en la ncfrotox1c1dad por caclosporma. 
t!'I '."O 1uega un papel proporc1onalrnt!'ntc mayor en el nlantemrnu:nto del tono vascular de 
\. ~l~lh prcgh.uncrular«.·'.'> 

TFiSIS r.oir 
-· ~ ·. ~.L~-- 1J i~ 1Jl~9~n-
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El estudio de microscopia de luz mostró que los cambios estructurales vasculares y la 
trombosis glomc.-ular aumentaban con la inhibición de NO en ratas tratadas con CsA. La 
nefrotoxicidad por Csr\ se asoció también con leve disn1muc1ón del coeficiente de 
ultra.filtración (Kf) el cual se ·"!dujo aun mas con la inhibición de la síntesis de NO Dichos 
hallazgos apoyaron el postulado de que la sintc;.1s de !"O cst3 preservada y juega un papel 
imponante en el mantcnim1· ~to del tono vascular y de la función renal durante la 
ncfrotoxicidad por CsA. En die.ha estudio se t!'ncontro que en concza renal Ja expresión de 
RNAm de cNOS fue :?..7 veces nayor en ratas tratadas con CsA. sugiriendo un aumento en 
la síntesis de 7':0 en cClulas en~ 'telíalcs. lo cual fue a<:orde con los resultados histolól!.icos 
v hemodinám1cos· Los niveles a.- RNAm dt: n:"'OS v de iNOS en la concza renal no f.-;cron 
diferentes en el grupo tratado co11 CsA comparado ~on el grupo control. sugincndo que la 
producción de l"'O en coneza renal no fue suprim1dJ por Csr\. El aumento en Ja expresión 
de R~Am de c~OS puede deberse a un efecto 1nd1rccto o directo La csumulación indirecta 
puede resultar de la vasoconstncc1on renal 1nduc1da por Csr\. la cual disminuye el 
d13mctro anenolar a una tasa de tlu10 constante aun1cnt.."lndo el stress de roz.amienlo de la 
capa de cclulas cndorcliales expuesia favorccrcndo la expresión de e:"\:OS. El efecto directo 
puede ocurnr a 111\.cl transcnpc1onal Probablcn1cnrc Cs.-\ por s1 m1sn1a puede es1imular la 
cxprc~tón l!cn1c.:i de c:".:OS 
En t!'I estudio de liobad1lla 1 ~'' 1 se encontro que la adn1m1straci6n de CsA indujo cambios 
d1fcrcnc1ali.!s en el patron de c"Xpres1on dt.! cada 1sotO·n1a de NOS 1.!ntrc conc7..a y medula. A 
nr,t:I cort1caL R~.-\n1 de n-...:os e- 1:".:0S no cambiaron. mientras que c~OS aumento 
s1gn1ficat1\.a1t1cnte 1-.n contr..iste a n1\.el medular. la c'prcs1on de nNOS e iNOS 
d1sm1nuycron con CsA. n11cnEras que ~~OS no n1ostro ca111b10 
Este patron de exprcs1on de las 1sofomms de :".:OS ob~ervado en ratas rmtadas con CsA 
puede resultar de \.anos factores t.."llcs como can1b1os \.a!<lcularcs y u daño tubular inducido 
por Cs . .\ Dicho estudio apoya. la noc1on de que la sintes1s de NO cst.3. aumentada a nivel 
cort1c.:1I durante nd"rotCl,1c1dad por Cs...\. att.!nuando la \.:tsoconstncc1on por CsA y dicho 
111cren1c.mto en la producc1on de :'\:O puede "icr secundario a un aumento en la expresión de 
R"'An1 dt.• c"'OS en la cone7;1 renal ·\dcm.:1~ C:s.-\ no supnm1ó la cxpres1on de n~OS e 
iSOS en la cont.•.l'..a renal. lo cua.I representa otr:t fuente de ~O 
Fn un cs1ud10 n:c1cnte ..,t.. cnt.:1u11ru 1.1ue en r~lta~ tratada!> con c1cllhponna. la. dcxa.mclasona. 
prc\.1no la \.asocon .. 1ncc1nn r~·nal rc:staur:1ndo la hcn1od1nam1ca glon1erular a valores 
control E~tci-,. can1h1n~ ~~· ;boc1aron con n1;1,c..1r c..""prc~1on dt: c:"OS y restauración de Ja 
cxprc~1on nlcdular d~· •'-<>S ~ n"\;OS 1.o anterior pem11uo concluir que la dcxamclasona 
prc\.1cnc la "ª~ui.:on .... 1n..: .. :uu1 rcn;d 1111..tuc1d.1 plH e·:-..·\~ que su efectCl \.3S(ld1lat:1dor puede 
ser rncd1adl"l ru .. tr un aur11c11tc1 en la gcncrac1011 111rrarcnal de 'º· !<lccundano a aun1ento en la 
c..•,prc~llHl de..• e'-0"-\ e 1'-C>"-\ 1 ~ ·· 

Otro~ c'tud1c.h h~111 c..•r11 .. ·n11lra ... h1 patrPn~·, d11i.:rc..•ntc..·~ de..• c'pn:slllll de '.',;()S en casos de 
h1pcnc11~1on 1ndui.:1J.1 pl1r i.:1..:k..,,p .. ,rin~1 \ ~l.l'ln 1' 1 rcpi.trto 1.1u~· en rata~ con h1pcncnsion 
111duc1da por c1..:lo ... ptn1na. huhn una n1~1rcad.a d1:-.11111u11. .. ·1c..'n en 1~1 cxcrcc1on unnana de 
n1trato"i nunti.,.., 1u11h' C'~'n rnarC"~tda c.h.;,rn111uC'u'n de la cxprc.:~1t'n rc..•nal y "ascular de 1~0S 
rcro f10 de t.•'-( )S ht llt1~· 'll~ºlrht dh1t111HH.:Ht0 c..•fl J.t prodUC'..:lllO de..•'() t.'"rl :111111lalc~ tratados 
con c1cJn,ponn.1 \\u h.1 rc.:ponadP quc c..·h.:J1., .... pttr111a 1nh1hc la pn1Jui:..:1un de ;"\;()en cClulas 
'--ult1" ;1..t.1-,. d~· l.1 rarn.l a ..... :c..•11..icn1~· !,!n1c..•...;1 rncdul;ir d~·l a~a i.Jc.: l lc..•nlt.• la~ cual e~ expresan 
R'-.-\n1 de 1'.'.:0S 
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El empleo de un estimulador de protein kinasa C (P"C) aumentó ligeramente Ja producci6n 
de NO bajo condiciones basales y previno la acción inhibitoría de CsA sobre Ja producción 
de NO. lo cual sugirió que el ~O secretado por estas células cultivadas de ratón es 
dependiente de la vía de PKC 1 .¡~ 1 . 
Se ha repon.ado tambiCn que en células cultivadas de músculo liso vascular y en una linea 
celular de macrófagos murinos. CsA inhibió significativamente la producción de nitritos 
inducida por intcrferón gamma murino recon1binante y por interleucina-1 beta murina 
recombinante. Asimismo. CsA suprimió la expresión de RNAm para iNOS en una forma 
dependiente de concentración cuando las células f'ueron ca-incubadas con lipopolisacir .. dos. 
lo que ha sugcndo que CsA puede suprimir la uanscripción de NOS.2 1-'-ll. 
CsA puedc inducir apoptosis en varias lineas celulares renales (mesangiales .. tubulares. 
endotcliales) a trnvés de ~n efecto mediado por la inducción de iNOS vía pS3. lo cual 
podría contribuir a Ja tibrosis acclular característica de Ja nefrotoxicidad tardia por CsA 1"'"'1. 

Papel del óxido nitrico en el rechazo agudo y crónico 
El rechazo agudo de aloinjenos renales continua teniendo un efecto negativo en la 
sobrevida del 1njeno a pesar de una mc_1or comprensión de las bases moleculares del 
rechazo dl!I alo1n.1cno renal. Un episodio de rechazo agudo se caracteriza histológicamente 
por ncfnus tubulomtcrst1c1al con cdc1na e infiltración conical por células mononuclcares y 
cosinófilos e invasión de la men1brana basal tubular con necrosis tubular. El componente 
hun1oral se: n1an1ficsta por edema del endotelio del capilar glomerular. necrosis fibrinoide 
de ancriolas y trombos de fibrina con agregados plaquetarios en capilares glomerulares y 
pcritubularcs .·\.demás durante rechazo agudo. una vanedad de cClulas. incluyendo 
linfocitos T. cClulas .. natural-k1Jler··. eosmófilos y macrófagos. infiltran el injeno. 
Como se ha mencionado antcnom1cnte. el ~O tiene importantes funciones b1ológ1cas en 
mecanismos de dcft!nsa y daño celular y hay cv1dcnc1a de que puede actuar como un 
rnmunomodulador en el trasplantt. .. • de alom.1enos Jugando un papcl impon.ante en los 
mecanismos cnotóx1cos responsables del rechazo agudo de alo1njenos renales. donde Jos 
111..:1crofago.; put..•dcn producir nr\.elcs elevados de 1~0S En 1996 el grupo de Dedcoglu eu 
~C\\." York cncontrn que en rcccp1orcs pedtatn..:os de 1rasplantc renal. los n1velt.-s unnanos 
dit: mctah(ll1tu' c~t~1hlc~ dt.? 'º d1sn11nu1an s1gniticarucmcntc durante ep1sod1os de rechazo 
agudo D11..:hus nlctabol1tos aumcntahan en forma aguda dcspuCs de un tratamiento cxuoso 
de rcchJ...,(l agudo CllO c'tcro1dc~ 0 con anticuerpos monoclonales <OKT-3 ). sugiriendo 
d1sr111nuc1nn en la :..1111t..•s1s dt! '.':() duranlt! e;:,.sod1os de rcd1a.r.o agudo 1-'•J Estudios prc\. IOS 

hah1an dcmo-.trado aurncnto en la c'pres1on gcn1ca de 1'.',:0S en n1odclo!i munnos de 
rt!ch~un a!!udn .·\dcrnas l~t terapr;i con cstcro1dcs red u re.., 1;1 cxprcs1on de R:"\ZAm de r~OS y 
nlt.:J'-lfl'I el r~·cha ..... '"• J~tn1 '.\ col:-.. c~tud1aron lot cxprc--.1on t .. ft..• •'OS en trasplantt. ... "S renal~~ 
hurn.irH•' ..:nn rccha~·l1 agud'"' u .... ;1rn .. h1 RT-PCR ct"ln1pc:t1t1"a Fiios no erH:ontraron d1tC:rcnc1a 
:..1_!;nrficat1\ a crl la t:'f."lh!'~lon dd R. .......... \.n1 de •'OS t..•ntn.· h1npsms con y sin rcch;l-'U agudo 
¡¡... Dadn que 'Cl pticdt..• n1odul.ir la re-.put... .... ta 1ntla.n1at'"'ria dc:I recha¿o debido a su alta 
rc;tL"ll\. td;1d cnn ~Uf."'Crn,1do ~·'-,11 b con!'.>1gu1c...•ntc ti1nn;u:1011 de pcrn,1n1tnto. '\"o~ y 
~ .. 1l;1b,1r;H.fnr~· .. 1.."'li.:1lu;irnn lo:-.. cf~·~·h•' d~· hl'"1qu~·~t..h111..· ... 1..•,pt:..:1f1cu-. c...h: 1'.'..0S ''-'lne funcu1'n v 
n1:.,rf'"•lng1.1 rcnalt..·' en ah11nJent•-. rt..·n.llc-. 1..•n r.ira-. t.."'-'rl rc~·h.i,n ;1gudn '-IUC rt.•c1b1an dos1"s 
ba.1:1' de c1ck1sp0rma .-\ 1.a ad1c1t1rl de 1n11noct1l-Ji~1na mc1uro l.:t hen1od1nan11ca rc:na.1 La 
.1di...:1l1n d~· hu11lhc,.:ih1<.ir,1-a .... 1..•p111·1n11na rr:ictic.uut..•ntt .. • rc-,.t;1uro la tasa de fihrac1on 
glorncrubr" la re~1st1..·n~·1;1 \.ascut1r renal a "alort....._ C'"-'ntr<1I 
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Los injcnos tratados únicamente con ciclosporina mostraron lesiones vasculares. 
g1omerulares y tUbulo-intcrsticiales. El uso de iminoctil-lisina o butilhcxahidro-azcpin­
irnina no redujo significativamente el daño vascular y glornerular pero si disminuyó el daño 
túbulointer •icial asi como l::i tinción para nitrotirosina en el epitelio tubular. lo cual sugirió 
que el bloqueo de iNOS me.1ora la función del aloinjeno y reduce las lesiones túbulo­
intersticiales 1"171. NO producido por iNOS puede iniciar apoptosis la cual contribuye a Ja 
necrosis tisul~r durante rechazo agudo f.uq 
En casos de rechazo crónico todos los componentes del parénquima renal están 
involucrados. 'os glon1Crulos pueden encontrarse pequeños debido a isquemia crónic:i. 
puede haber er1,~rosan11ento de Ja membrana basal o aumento de la matriz rncsangial. o los 
glomCrulos pu,·den estar completamente hialini.zados o esclerosados. Los cambios 
vasculares pueden incluir proliferaclón de la intima con obliteración luminal y necrosis 
n1edial con cambios dcl..!cncmtivos de la 13rnma cl3stica interna. Puede haber ademas atrofia 
tubular v fibros1s 1n1crsl1c1al i.~:i 
La fue,;te y el papel del NO en la ncfropatia crónica del trasplante aun no son claros. 
Romagnanr y cols. al evaluar exclusivamente la expresión de iNOS por 
inmunohistoquimic.a e h1bndac1011 1n situ en pacientes con nefropatia crónica del trasplante. 
loC3liz.aron la protcma de 1NOS en cClulas 1nllamatonas (mac.-ófagos y hnfocnos)asi como 
en estructu.-as vasculares, glon1crulares y tubulares. encontrando ademas que células 
mcsangiales y de müsculo liso vascular tamb1Cn sintetizan iNOS. La expresión de iNOS 
por diferentes tipos de cClulas sugiere que diferentes mecanismos regulan la activación de 
iNOS en la nefropatia crónica del alomJeno y que el estimulo inmunológico puede no ser Ja 
un1ca causa de su 1nducc1on. Otra pos1b1hdad es que la producción de 1'.\:0S resulte de daño 
repetido y crónico de células cndotchalcs 1.¡'' 1 

:-.:1vcles aumentados de l':O y superóxido han sido reportados durante rechazo crónico de 
aloinJcnos renales. Por analis1s inmunoh1stoquirnico se ha demostrado aumento en Ja 
tbn11ación de n1tro11.-os1na p.-cJon11nantcr11cntc en tu bulos rcnale-s crón1can1entc rccha.zados. 
Estas mod1ficac1oncs de 11.-osina pueden _1ugar un papel integral en la citotoxicidad 
relacionada al .-cch:izo cron1co y pos1blcmcntc sirvan como un 1mponantc marcador 
diagnostico , ... , Por otra p:inc Shc.:1rs y cob en un modelo de alotrJnsp13ntc aón1co. 
den1o"itraron que la sobrcc"'prcs1on de 1~0S tenia un efecto protc::ctor contra la 
ancnoc::sclcros1s del 1n1cno El trat.amu:nto con un mh1b1dor sclcct1,o· de 1:'\:0S llc'-Ó a 
s1gmticantC" eng.-osam1~nto de la ncoint1111a y l;s 1runsfcrenc1a del gen de 1!\:0S al 1njeno 
d1sn11nuyo la h1perplas1a 1n1101a 1' 11 

TESIS COr·Y 
FALLA DE GfüGEN 



!:::? 

*JUSTZFZCACZON 
El descubrimiento del NO ha tenido gran impacto en Ja comprensión de !a fisioJogia y 
fisiopatología l""enal. sin embargo su papel en algunas condiciones clinicas asociadas al 
trasplante renal aun no es claro. Identificar si existe un desequilibrio en la p· aducción de 
~O en pacientes trasplantados con deterio..-o de Ja función del aJoinjeno renal~ podría 
permitir en un futuro el desarrollo de nuevos y mas específicos medios para m;.:1ipular este 
sistema. lo cual aponaria mejores tratamientos y mits racionales para los pa· ·ientes con 
enfermed:id renal. 

*H:Z:POTES:Z:S 
1 La expresión predominante de eNOS así como una baja expresión de iNOS y 
n:":OS son caracteristicas del tejido renal normal 

.:. La sobre c'<presión de eNOS. sin cambio en el patrón de e.xpresión de iNOS y 
n'.\:OS. es un hallazgo en presencia de ncfrotoxicidad por c1closporina A. 

3 La sobre expresión de iNOS con disminución de Ja expresión de eNOS y nNOS 
son halbz¡;os en aloinjertos renales en casos de rechazo agudo o crónico. 

"'OBJETZVOS 
J Caractcn7.-ar J:i expresión de las 3 isofonnas de NOS en rejido renal normal. 
:! C.arnctcn7ar la expresión de las 3 1soformas de %\:OS en :ilom1cnos renales en 
pac1cn1cs con ncfrotox1c1d:id por ciclosporina A .. crisis de rechazo ~gudo y en casos 
de rechazo cron1co 
3 Ouscar asoc1ac1ón entre Ja expresión de cada isoform:i de ='-'OS con el ~rndo de 
daño h1stolog.1co glomcrular -

..::: _____ _ 
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"'MATERIAL Y METODOS 

PACIENTES 

c;i1erit1.\ 1/e i11t..•/11 ... iá11 
Se incluyeron pacientes de la consulta externa de trasplantes del depanamcnto de 
Ncfrologia del Jnstuuto 'Sac1onal de Cardiología ""Ignacio Chitvez'"'" que cumplieran con 
alguno de los s1gu1cntes cntcnos 

1. Pacientes con alomjcnos renales de donador cadavérico. vivo no relacionado o 
vivo rclac1onado hospualiz.ados para biopsia percut3nea del injeno en fonna 
protocolana pam valorar retiro de ciclosporina A . 
.:::?. Pacientes con alo1n_1cnos renales con dererioro agudo o crónico dt: Ja función 
renal que ingresen par..i Ja realización de biopsia del injeno ante la sospecha de 
rechazo agudo. rechazo cron1co o ncfrotoxic1dad por ciclosporina A. 

t::rilerü" de c...:,·/11.,,.iií11 
J-11pcnens1on anenal s1stemica severa descontrolada 

.:? lnfecc1on d~ v1as unnanas activa 
3 ;"\;cfropatia obstru~t1va del m_1crto 
..i Enfom1edad hcn1orrag1para 
5 Recurrenc1a de cnfem1cdad renal onginal corroborada por biopsia 
6 Glon1crulC'lne/T1us de novo confirmada por estudio de microscopia óptica. 
1nmunoíluorcscenc1a y:o ultraestructural. 

c.·1111/rofc.~.,,: 

Espcc1mcnt!'s de b1opsm de aloinJenos renales obtenidos durante la cirugía del 
trasplante en el n1omcnto de Ja procuración 

BIOPSIA 
Se efectuó b1op::.1a renal pcrcutrtnc:1 -del in.reno con aguja Tru-cut o con disposítivo 
:1utomat1.l'..:.1dn ( P1st<11a B.-\RDI ha_10 g.u1a ultrasonográrica ding1Cndosc al polo supcnor del 
lflJc:no 

"J PA r __ ;~s;~;~ w~~T 
----·- -· ·--~-·· 
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PARAl\IETROS DE LABORATORIO Y GARl~ETE 

A todos los pacientes se les ton1ó muestra de sangre y ori;1a a su ingreso para realizar los 
siguientes exámenes de laboratorio: 

-Biomeuia hem3tica completa 
-Pruebas de coagulac1ón (TP. TTP) 
-Quimica sanguinea de 12 elementos 
-Electrólitos séncos 
-Exan1cn general de orina 
-Urocultivo 
-Cuantificación de proteinas en onna de 24 horas 
-~ivelcs st!ricos de ciclosporina A 
-A todos los pacientes se les efectúa un estudio· ultra.sonogr.ífico del injeno reÍlal 
previo a Ja real 1zación de la biopsia 

ESTUDIO lllSTOPATOLOGICO E 11'0!\IU:"iOlllSTOQUl!\llCA 

Los estudios de h1stop!ltologia e mmunohistoquimicn se llevaron a c..'lbo en ~I o~Panamcnto 
de Patologia del lnsututo Nacional de Cardiología .. Ignacio Ch:i.vez·~ siguic-ndo Jos -pasos 
dcscruos en los apéndices 1 y~ 
Para el estudio de 1nmunoh1stoquim1ca se emplearon comO anticuerpos primarios o 
cspcciticos ant1cucrl'IOS pollc!onalcs de conc.10 lgG diriy.1dos cOntra un epitope 
correspondiente a una secuencia de am1noác1dos que mapea al C"<tren10 an1ino terminal de 
c'."'OS. i'.\:OS y n'-=OS de..• nngcn hu1nano · · · -

Valor;u:ión !!r'en1icunnti1a1h,·;:1 de darlo e,lonu~rular y '"'presión de NOS 
El t!xan1cn h1!-.tolog1co y b. c'aluac1on de la c~prcs1on de las 1sofonnas de ~OS en cada 
b1ops1a fueron reali.l':tdn~ por un nh:-.c"'ador 1ndepcnd1cntc pcncnec1cntc al m1sn10 
dcp;1nanu:nto de Patt1lng1.1. ~n1 C4.Hllu.:1n11cnto pre" 10 de los datos cluucos v de laboratorio. 
Para la ~radu:icton h1:-.htlogu.:a scrn1cuant1t~Ul'\.a de los glomcrulos." postcnor a la 
111n1unoh1stoqu1n1u .. ·J. Ja, nH1c-.1r:t:-. ú1cr .. u1 h:r"'uda:-. con 1;1 n.:acc1un del ;tc1do pcnod1co de 
Sch1IT' C PAS >. lo t..·u;il p._•rn11t11..t l;1 1dcnt1ticac10n de can1b1os. h1~1okH.!1cos tales con10 
c,p.a,11~1011 n1c~1ny1al ~ b h .. ..::111/.a.:u .. n c,;1.:ta de aquC'lla~ cclula-. p-0~1t1"as pam las 
1~c.,forn1as de 'OS cn rda..:1on ..:t.Hl la n1cmt-.ro.1n;t basal glomcrular y ¡1J arca n1csang1al 
Puesto que c..•I erad .. , dc..• 4.l;1f10 1.!lnn1crul;lr e-. hcter0l.!enct.' entrc In-. t.dnn1eruh-.s durante la 
prog.rc~uu1 ..Je..• l~t lc:-.i .. u1. c..·-. J'lhthh: que._.¡ n11o.cl dc c..•""r,re~•c.tn dc Ja.,. 1:-.1.~fnnnas de '-.:OS pueda 
1elac1nn:1r~c..· ..:l'll el ~ra •. h1 Je.· ... tarlit en ..:ada _yl"11ncrul4.'l P'-u J,., t.::1n1u. ~e c'alul" el grado de 
dailo glnmcrui.::tr a-.1 l. .. ,,n1n la .: ..... pres1nn di: cada 1:-.nti.>rn1a dc "\,;()S en cad;1 ~lorncrulo 1n;is 
quc pron1cd1:u c..•I ...i;1ñ<' c..•11 ..:ad;t nHie-.trJ ("111..:,, a -.1.:tc _glnrncrulo-. ful."rnn 71nali.1"...ados por 
hu.,p-.1.::1 
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Los cambios glomerulares se graduaron en 4 clases que van de O a 3+ (mínimo. leve. 
moderado v severo) de acuerdo a la proporción de Ja región involucrada en las áreas de 
corte de cada glon1Crulo. baso:indose en el método descrito por Okada y cols. 1'z1. El grado O 
representa daño que involucra menos del 10% de los glomt!rulos. grado 1 entr-e 1 O y 30%. 
grado:?. entre 3 1 y 60~0 y grado 3 involucro mayor del 60~o. 
DcspuCs de detcnninar el grado de daño glomerular. en los mismos glomCrulos se evaluó 
en forma sernicuantitativa Ja expresión de cada isoforma de NOS de acuerdo al método de 
Roy-Chaudhury l:'l·'1• el cual emplea una escala de O a 3 como sigue: O = sin tinción 
especifica. O 5 = posiblemente positiva. 1 + = débilmente positiva. :?:+ = moderadaric·ntc 
positiva. 3..,... = fucncn1cntc posnn.a. La calificación estuvo influenciada por la extensión 
m:is que por la intensidad de la tinción analizada n1ediante microscopia de luz. 
Se consideró un caso de nefrotoxicidad por ciclosponna A. rechazo agudo o rechazo 
crónico en presencia de Jos siguientes hallazgos histopatológ1cos· 

NEFROTOXICIDAD POR CICLOSPORIJ'iA.: fibrosis en bandas. vacuolación 
1sométrica del epnelio tubula..r. depósitos hialinos en ancriolas. microangiopatia 
trombót1C.."l y/o h1popcñus1ón glomcrular. 
RECllAZO AGL:oo. ede1na 1nterst1c1aL infiltración celular intersticial. tubulitis 
vio necrosis vascular 
RECllAZO CRÓ!'i.ICO (Neíropatia crónica del injerto): fibrosis intcrstici:il. 
atroffo. tubular. esclerosis '\.'ascular (artcnolopatia 1ncspecifica). infiltrado intersticial 
sin tubuhtis y!o esclerosis y.lomcnilar. · 

ESTl'DIOS DE HIOLOGIA :\101.ECULAR 
Los estuchas de Brolog1a :\lolccular se llevaron a cabo en el laboratorio de Biología 
."\.lolecular pcncncc1entc al departamento de Nefrologia del lnstnuto Nacional de 
C"ard1ologm .. Ignacio C'há" cz·· 
Una "ez <.,h1cn1do el cspCc1mcn de biopsia se congeló de inmediato en nitrógeno liquido·; 
~c n1anun .._.,a -sn-:c hast.."\ su uso 
Los 111,ck" de R:'\..-\n1 de cada un:i de las J 1sofom1as de la sinusa de 0'<1do nitnco se 
e\.aluar<ln nH .. •(.Jiante la 1c.:cn1ca de rcacc1on en cadena de pol1111t!r::isa scmicuantnauva previa 
obtcnc1on del D"\: .. \c ror mcd10 de transcripc1on re.,,crsa f RT-PCR). p:ir::i lo que se requiere 
conHl l.!'tapa in1t. .. ·1al lot c'tracc1011 del R'."'.-\ total del tCJtdo renal obtenido de cada b10ps1a 
t Apend IC\..0 3 J 

Cu;u1tiíic;1di111 dl" H.~A 
1 ·n;1 ''-"-' oht1.."n1dn d R'\,; .. \ 101;11 .. e dctcr011no s1 b e'tr:icca<.'n fue adecuada parJ lCl cual 
-..i.: n11d10 ~u ..:c..u1c'-·n1rac1on '-•n un cspc~trnr'0hH11Ctíl" C<.Hl una h:ctura a :!bO ·:!~O nn1 v s~ 
C<lírlC.' un gt..•I dL." ;1g;1r(.,Sa dc~naturaluantc (.·\pcnd1cc .i t · , -

lnll"!!f"idad ch•I R'.'.".-\. 
P.ar.a '-"' • .ruar l;t 111tcgr11.Jad l.h.•I f.c '··\ tnl~tl ~'-· ...,,.,111c1u:rnn .·o". clc.....:~n;fi.-;rcs1s :? J•.g d'¡_.J R!'\:A 
'-•'tratdt.". en un gc:I de:: ag:1n .. "l-.a dc-.11;11uralu·ank• co1.uu !<oC dc::~;1Jla en el A.pcnd1..:c f. 
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:.- An:ilisis de la' e1p1·esión de las sinlasas de óxido ni1rico 

l. Obtención de DNAc (TR) 
La reacción con transcriptasa reversa se llevó a cabo usando 5 µg de RNA .. el cual se 
lle\.·ó a un volumen de 11 ~ti. La TR ~e efectuó a 37ºC por 60 minutos en un volumen 
total de :?O µI usando transcriptasa rc'.'•.!rsa del virus de la leucemia murina (ApCndice 
6). 
La contaminación con DNA genómico s~ identificó mediante la amplificación por PCR 
del RNA total sin agregar transcriprasa reversa. 

2. A.n1plificación de las isoformas dr NOS y 2en control <P-actina) 
Se utilizó una dCcima panc de la TR de cada muestra para Ja :impliticación de las 
isofonnas de NOS y P-actina en reacciones con un volumen final de 20 µl empleando 
prin1ers cspccificos (ApCndice 7) El gen control se co-amplificO sintultil.neamente en 
cada reacción en un tubo separado. Para definir el perfil de amplificación de cada 
isoforma de ~OS y del gen control <P-actma) se creó previamente una curva de la 
cinCtica de amplificación de cada producto buscando el nún1ero de ciclos adecuado en 
base a la fose exponencial de cada curva 
La secuencia de los pnn1crs empleados se muestra en el apéndice 8. 

3. An:ílisis de los productos de PCH 
Para analiz .. a.r los productos de PCR. la n11tad de cada rc.acc1on se analizó 
clectroforct1carncntc en un gt:I de acnlan11da al ='ºo Las bandas se Uñeron con bromuro 
de Et1d10. se v1suah7..aron en un transtlummador bajo luz ultravioleta. se cenaron v 
suspendieron en liqu1dn de centelleo El producto de PCR se n11d1ó en un contadOr 
uamnta La cantidad de rnú1oact1v1dad recuperad.:., de las bandas en c_p nt se d1v1dió 
;_;ntre las e p m obtenidas dd gen control Dc tal fornta que los Ol\.éles de R!".-\m de 
cada s1ntasa se cxpn.~aron con10 una rcl;u:1on entre cada isoforn1a y el gen control 
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*ESTADI:STXCA 

,_ C,,LCULO DEL TA~IAÑO DE LA MUESTRA 
La estimación del tamaño de muestra se hizo con Jo. fónnula para respuest.."\S binarias 
agrupadas (clusters) ajustada a 3 grupos de acuerdo a Ja siguiente fórmula (/.<:c.: ... \"tat 
0\/1.."cl 13:/2-11./99-1): 

(Za - Z 1-p) 

N Pi-Po 

A.1ustada para .J grupos· 

N 

Donde! ol y c:r:: representan las varianz~· del grupo con1rol y c:xpcnnh!ntal. z., c-s la 
probabilidad de error upo L Z1-11 c.."S el podc!r y pi y p:! corrc ... pondcn a Ja:; tasa .. dc c: ... 110 

por grupo 

TESIS CON 
:ti'.Af..LA DE ORIGEN 
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T ANAl ... ISIS ES,'ADISTIC'O· 
Como variables independientes se tuvieron las siguientes: nefrotos:icidad por 
ciclosporina. re.·l-iazo agudo y rechazo crónico. La variable dependiente o de respuesta 
fue Ja expresión cie cada 1soforma de NOS. Los resultados para la variable dependiente 
(expresión de NO~ por inmunohistoquimica y PCRl se midieron en una escala ordinal 
ya que tuvieron un orden intrinseco para sus valores y las cifras empleadas eran 
arbitrarias. Las var i.bles independientes se consideraron nonlinales. 
Dado que interesa.·a conocer s1 cx1s11a diferencia en el patrón de expresión de cada 
1sofom1a de :"!OS c11tre los J grupos. que se tcnian :?: o m:is variables dependientes de 
tipo ordin;:J y que ·e tr .. uaba de 3 grupos independientes. se empleó como prueba 
estadisuca el analis1s de vananza de.::? vías o la prueba de Kruskal-\\'allis para un fuctor 
por rangos para decidir s1 l... muestras independientes eran de poblaciones diferentes. 
dcpt.md1cndo de s1 );1::,. 'l.ariablcs scguaan o no una d1stnbuc1ón nonnal (AN'VA con 
d1stnbuc1on normal o t',\\<' con d1stnbución no normal) 
En lo que se refiere a resultados de inmunohistoquimica. los datos se c:ic.presaron como 
pron1cd1os -,'- DS 
Para Jos estudios de b1olog1a molecular el nivel de expresión de cada isoforma de NOS 
se presento como la rclac1on cntrfi! el producto de PCR de NOS/gen control (fl-actina) 
expresada como promedio --t-/- DS 
Se dcfin10 como ~1gn1ficanc1a csto.-1d1st1c..-.. una p < 0.05. 
Como prueba de asociación entre el grado de daño glomerular y la expresión de cada 
1soforn1a de !\:OS ~e cn1plco lól prueba de correlacion por rangos de Speannan. Dicha 
prueba t...'S una medida de asoc1ólc1on la cual requiere que ambas variables sean medidas 
en una escala ordinal de n1ancra que los objetos en estudio puedan colocarse en dos 
senes ordenadas 
Se uso con10 mcdrCa de rcproduc1b1lidad intra observador la prueba de: correlación por 
rangos de Spcarman ya que por tener dos series de datos :isimCtricas no fue posible 
empicar la prueba estadisttca Kappa simple en lo que al análisis de inmunohisto.quimic:i 
se refiere 

co:-.;s1DERACIO:-.;•:s ETIC:AS 
Los pólc1cntcs pan1c1pantL~ fim1aron una hoJa de consentimiento para la re:iliz.ación dé 
la b1ops.1a del 1n.1cno renal v se les explicó las características v ob1etivos del 
proced1m1ento El t..-stud10 fue auton.;r..ado por el comite de Ctica del Insti~uto Ñacional de 
Co.ud1ulog1.:1 ··1gnac10 Ch:n e/" . 
L.:i b1ops1a fue: ctC.ctu.:ida por uno de los Nefróloyos o Cirujanos adscntos al 
dcpanarncnto de: 'cfrol0c1a dd Instituto ='ólc1onal de Cardaolouia ··tunacio Ch;ivezº 
ha.10 1nd1c.ac1ón precisad~ lo~ 11113n1os mCd1cos - - • 
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*RESULTADOS 

Entre J 999 y 2001 se estudiaron un total de 70 casos del registro de trasplante renal del 
dcpanamento de Ncfrologia del Instituto Nacional de Card1ologia ··Ignacio Chávezº. 
correspondiendo cada caso a un espcicimen de biopsia. Las muestras se dividieron O\! la 
siguiente manera::!.:!. muestras control. 19 especímenes en el grupo con nefrotoxicidad .1or 
ciclosporina. 1 O en el grupo con rechazo agudo y 19 en el grupo con nefropatia crónica. (~el 
injcno. Las muestras control se obtuvieron de riñones normales de ind1v1duos san~lS 
sometidos a uninefi-ectomia para donación. La tabla 1 n1uestra los diferentes datos cliniccc; 
y bioquimicos evaluados. El grupo control incluyó en total :!:! donadores. 1 :! hombres y JO 
mujeres con una edad promcd10 de -10 t 7 años. En el gr...1po con ncfrotox1cidad por CsA se 
incluyeron 14 hombres y 5 mu.1crcs con un promedio de edad de :?9 = 1 :::! arlos EJ grupo con 
rechazo agudo comprendió 7 hombres y 3 mujeres con un promedio de edad de ~3 ± 5años. 
El grupo con nefropatia crónica del m.1erto mcluyó J 3 hombres y 6 mujeres con un 
promedio de edad de 32 :: 11 años S1 bu!n no se cncontro diferencia cstadisticamcnte 
s1g.n1ficat1\.a en los d1tC:rcntes pararnetros e\.aluados al comparar los 3 grupos con patologia. 
sí se encentro d1fcrcncm s1gn1ficat1va en Ja edad. n1uogcno urc1co sangu1neo. creatinina 
sCnca y ac1do Unco ::i.cnco al comp;irar cada uno de l.::>s grupos con patología con el grupo 
control Como se descnb1ó pre\. ian1cntc la dcfin1c1on de un caso con patologia se basó en 
h1s caractcnst1cas h1~topatolog.1cas analizadas mediante n11croscopia de luz Dentro del 
grupo con ncfrotox1c1d:id por c1clospcnna. cada caso tuvo al menos una de las siguientes 
lcs1oncs h1stolog1cas fibro-;1s mtcrst1c1al en bandas. \.acuolac1on 1somc1nca del epuclio 
tubular. depósuos h1alrno::i. en ancnolas, o bien datos con1pat1bles con microangiopatia 
trombóuca y.-o h1popcrfu::i.1on glorncrular ( Fieura 1) En el grupo de rechazo agudo cada 
caso se dctin10 en presencia de al menos uno de l•)S s1gu1cntcs hallazgos histológicos: 
edema mtcrst1c1al. 1nfiltrac1011celular1rucrst1c1al. tubulius y o necrosis vascular (Fi¡:ura 2). 
y fina Intente. en el grupo de ncfrop::it1a cron 1ca del 1nJcno cada caso se definió ba.s.:indosc 
en kt. prcscm:1a de al menos una de las su.?u1entcs lcs1oncs h1stoloc1c.as fibrosis intersticial. 
atrofia tuhular. csclt:ro~1~ '-:.t.Scular (anc-nolopalla 1nc::i.pcc1fica). -infiltrado 1ntcrst1ciat sin 
tubulu1s y. o csdcros1:-. g.lon1cnilar ( Fi~ura 3) 
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"J .'.BLA l. DATOS CLINICOS V DIE LABORATORIO 

~ 

Control NxCsA Rechazo Nefropatfa 
agudo crónica ,__ 

Número (h I m) 22 (12 / 10) 19(14/5) 10 (7 /3) 19 (13/6) 

Edad (años) 40±7 29 ± 12· 23±5* 32 ± 11· 

Leucocitos (x 1000) 6.6±0.9 7.5 ± 2.1 8.2 ±2.3* 7.4 ±2.7 

Hemoglobina (g/I) 14.4 ± 0.4 14.3 ±2.2 12.2 ± 1.3* 13.4 ± 2.2 

Nitrógeno ureico 17 ±2 25 ± 11· 40 ± 18* 39 ± 19* (mg/dl) 

Creatinina (mg/dl) 0.9 ± 0.1 1.8 ± 0.6* 3.1±1.9* 2.5 ± 1• 

Colesterol (mg/dl) 189 ± 16 204 ±42 198 ±28 200 ±50 

Triglicéridos (mg/dl) 164 ± 18 198 ±90 163 ± 51 198±77 

Acido úrico (mg/dl) 5.1±0.8 8.2 ± 1.7* 6.9±0.9* 8 ±2.2* .. .. J <005 "scuntrol 
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Fig. 1. Estudio histopatológico con microscopía de luz 
(H y E) en un caso de nefrotoxicidad por CsA destacando la fibrosis 

intet slicial 
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Fig. 2. Estudio hislDpatológico con microscopia de luz (H y E) en un 
caso de l'8Chazo agudo destacando el infiltrado celular intersticial 
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Fig. 3. Estudio histopatológico con microscopía de luz (H y E) en un 
caso de nefropatía crónica destacando la fibrosis intersticial, la atrofia 

tubular y la glomeruloesclerosis 
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El mayor grado de daño glomerular se encontró en el grupo con '1CI el cual tuvo una 
diferencia estadísticamente significativa en comparación con el grupo conttol (0.42 ± 0.14 
vs. 0.12 ± 0.18 .. p < 0.05). El grupo con nefrotoxicidad por ciclospc•.~na tuvo un score de 
daño glomernlar de 0.32 ± O. J 4 (p = NS vs control) y el grupo con re haz.o agudo ruvo un 
score de daño glomerular de 0.19 ± O. 16 {p =NS vs control). 
Dentro del análisis de expresión génica. como paso inicial se constrnyer...,n las curvas de las 
cinéticas de amplificación de cada isofonna de NOS y del gen control a panir de RNA total 
de riñón normal empleando 5 µg de RNA total. 
Como se muestra en las &níricas 1 a 4 cada curva describe Ja relación entre el producto de 
PCR expresado en cuentas por minuto y el número de ciclos. Asimismo cada curva consta 
de dos Sises. una fase inicial de ascenso conocida como fase exponencial y una segunda 
fase conocida como de meseta en Ja cual se observa un producto de PCR prácticamente sin 
cambios a pesar de aumento en el número de ciclos. En base a la fase exponencial se 
detenninó el número de ciclos a los cuales se amplificaría cada producto habiCndose 
decidido amplificar p-actina a 21 ciclos. eNOS a 31 ciclos. iNOS a 32 ciclos y nNOS a 31 
ciclos. 

TESIS CO~J 
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Gráfica 1. Cinética de amplificación a partir de RNA total de riñón 
normal 
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Gráfica 2. Cinética de amplificación a partir de RNA total de riñón 
normal 
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Gráfica 3. Cinética de amplificación a partir de RNA total de riñón 
normal 
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Gráfica 4. Cinética de amplificación a partir de RNA total de riñón 
normal 
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Para el análisis inmunohistoquímico se emplea~n anticuerpos específicos policlonales de 
conejo lgG dirigidos contra un epitope correspondiente a una secuencia de aminoácidos 
que mapea al extremo amino terminal de eNOS. iNOS y nNOS de origen humano. 
Para la graduación histológica semicuantitativa de Jos glomérulos. posterior a la 
inmunohistoquimica. las muestras fueron teñidas con la reacción del ácido periódico de 
Schiff (PAS). Jo cual permitió la identificación de cambios histológicos ta.les como 
expansión mesangial y la localización exacta de aquellas células positivas para las 
isof"ormas de NOS en relación con la membrana b&>al glomerular y al a.rea mesangial. Se 
evaluó el grado de daño glomerular asi como la expresión de cada isofonna de NOS en 
cinco a siete glomérulos por biopsia empleando las escalas scmicuantitativas previamente 
descritas. Las figuras 4. 5 y 6 muestran las imágenes de inmunohistoquimica más 
representativas para cada isofonna de NOS. 

TESIS CON 
L ~.i\LLA DE ORIGEN 
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Fig. 4. lnmunohistoquímica para nNOS en un caso de rechazo agudo 
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Fig. 5. lnmunohistoquímica para iNOS en un caso de rechazo agudo 



Fig. 6. lnmunohístoquímica para eNOS en un caso de 
nefrotoxicíclad por CsA 
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Las :;:rcificas 5 .. 6 y 7 muestran los resultados de expresión gCnica e inmunohistoquim;ca 
para cada una de las isoforrna~ en los 3 grupos comparadas con el grupo control. 
Los resultados se expresan c·1mo promedio ± OS para la rek\ción en c.p.rn. entre el 
producto de PCR de NOS/ge•• control <P-actina) para el caso de la expresión génica y 
con10 pron1cd10 = DS para el se.. ·re de inmunohistoquimica. 
Con10 puede observarse. la ncfrotoxic1dad por CsA no modificó Ja expresión génica de 
c~OS y de iNOS. en cambio prC"du.10 una disminucion s1g111ficativa de nl"OS. Cambios 
similares Se! observaron en la expresión de la proteína evaluada por inmunohistoquímica. 
e'S'OS e 1~0S no se n1od1ficaron y la expresión de n!'OS tendió a d1sn11nuir aunque el 
C3mbio no fue su.mificativo. 
En los casos de -RA~ el patron de expresión fue diferente~ la expresión génica de cNOS 
d1sm1nuyó s1gnific¡tt1 ... arncntc. sin embargo se observó mayor expresión de su proteína. 
m1cntr.is que los nÍ\.clcs de 1NOS a nivel gCnico y proteico aumentaron claramente con 
respecto al grupo control. habiéndose encontrado una diferencia estadísticamente 
s1gn1iicat1va Un1camcntc en la expresión gCn1ca al campar.irse con el grupo control. En este 
grupo se observó adctn:is una d1sminuc1ón sign1ficat1...-a en la expresión gCn1ca de n!'i:OS 
mientras que la expresión de n:"'OS por ll-IQ no se modificó respecto al valor control. 
En la :"'CI. con10 puede observarse. la expresión gcmca de las 3 1soforrnas disminuyó de 
manera no sign1fica11...-a en cornpar.ición con el grupo control. As1m1smo el análisis 
mn1unoh1stoqu1m1co mostró d1sm1nuc1on no significativa de Ja expresión de e NOS. tNOS y 
n:"\:OS en comparación con el tejido control. 

. TESIS CON 1 

Lf ALLA DE ORIGEN 



Gráfica 5. Expresión g6nica e inmunohiatoquimica de las 3 
isoformas de NOS en casos de nefrotoxicidad por CsA 
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Gráfica 6. Expresión génica e inmunohistoquímica de las 3 
iSOfonnas de NOS en casos de rechazo agudo 
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Gráfica 7. Expresión génica e inmunohistoquímica de las 3 
iSOfonnas de NOS en ca- de nefropatia crónica del injer1o 
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Al buscar asociación entre el grado de darlo glomerular y la expresión de NOS en las 3 
patologías. se encontró que desde el punto de vista de expresión genica hubo correlación 
signitic3tiva negativa entre grado de daño glon1erular y la expresión de iNOS en casos de 
ncfrotoxicidad por CsA (r = -0.53. p < 0.05) y de nefropatia crónica del injcno (r = -0.76. p 
< 0.05) y en lo que se refiere al an;ilisis intnonuhistoquinlÍco. encontran1os únic::imente una 
correlación directa s1gnifica.t1va en casos de rechazo agudo con nNOS e iNOS (r = 0.64 y 
0.73 respectivamente. p < 0.05). (Cuadros 1 ~- 2). 
La expresión de NOS por PCR e JHQ no mostró correlación. 



Cuadro 1. Correlación entre expresión génica de NOS y 
grado de dafio g~lar 

Cuadro 2. Correlación entre expresión de NOS por IHQ y 
grado de daño glomerular 

f TESIS CON 
L. FALLA DE ORIGEN 
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CALCl"LO DELTA~IA1'ó0 MUESTRAL '\'PODER POST-HOC 
De acuerdo :i la fórmula antes descrita se calculó el tamaño de muestra para cada ísoforma 
de NOS cor iderando la minima diferencia entre grupos. el cual corresponde a 35 casos 
para eNOS .. :o casos para iNOS y 14:? casos para nNOS. sin embargo dada la poca 
factibilidad d&.: reunir tal cantidad de muestras así como pur las dificultades y limitaciones 
tecnicas que ir. 1plica trabajar con un gran número de muestras. se decidió calcular el poder 
post-hoc tomando en cuenta las minimas diferencias entre grupos. Dicho cálculo de poder 
es de 50°0 

;_ MEDIDA DE COSCORDANCIA 1:-0.IRAOHSERVADOR 
Dado que se cuenta con tablas de valores asinu~·tricas en lo que se refiere al score.de daño 
glon1crular y al score de 1nmunohistoquimica para cada isoforma de· NOS~ no es pOsible 
uul izar la prueba cstadistica Kappa como prueba de concordancia intra observador. por lo 
que se ha recurrido a obtener una prueba de correlación por rangos de Spearlnan· la cual ha 
11to~1rado los sicu1cn1cs coet1c1cntes· · · , · 
Scorc de daño Yiomcrular· O. 74 (p = 0.000) 
Seor.: n'.':OS O 77 (p =O 000) 
Scorc 1NOS 0.6:? (p = 0.017) 
Scorc c'.':OS O 70 (p = 0.000) 

co~r 
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*O:ISCUS:IÓN 

Los efectos de NO pueden ser heterogéneos y dependen del sitio de pr< tiucción. tanto 
dentro de la cClula como dentro de Ja nefrona. de la duración de su efecto y ¿e la presencia 
concomitante de intenncdiarios reactivos de oxigeno. La generación trar:- itoria de NO 
característica de Ja act1vac1on de c:"OS es cnt1ca para la actividad de algunas ··nzunas. para 
la mediación de va.sorela.i:1c1ón. la actividad anu-apoptótica y la protección ..;ontra stress 
ox1dauvo Por otra panc. h1 gcncracion sostenida y de gran magnnud de N<.; por iNOS. 
puede llevar a un ampho espectro de secuelas que van desde la acción anti-apoptótica.. la 
pcro.,,.1dacu)n de lip1do~ ~ daño al O"-=..\ hasta efectos pro-apoptóllcos l'-11 . Recientemente se 
ha suucrido que las secuela...~ c1totóx1cas de la producc1on de NO dependen del estado redox 
de la -;;élula y de su capacidad para generar el anión peroxmitrito 1 .,~ 1 . 
En lo que se rctit!rc a la patologia del trasplante renal NO ha sido implicado en Ja 
pat0gcnes1s del rechazo agudo y cromco del alom.1cno 1"'1 así como en la n~frotoxic1dad por 
fam1acos 1nr11unosupresorc~. en panicular la relacionada a c1closponna i\ t ··~¡ 
En t!Ste estudio encontramos que en pacientes con nefrotox1c1dad por ciclosporina 
documentada desde el punto de" 1sta h1stopa1ológ1co. ba.sandosc en la presencia de fibrosis 
mterst1c1al en bandas. '-<.tt.:uolac1on 1son1t!tnca del epitelio tubular. depósitos hialinos en 
anenola.s o h1pupcrfu~1on glomcrular. la adm1n1strac1ón de dicho fármaco no se asoció con 
d1sm1nuc1or1 en la c·•q:u~ton gcnica n1 1nmunoh1s1oquin11ca de e~OS e 1NOS. 
contranamen1e a la sugerencia de que la ncfro1ox1c1dad por c1closponna resulta de una 
dcfic1cnc1a de'() y que C5ta podria pan1c1par en Ja fis1opatologia de la vasoconstncción 
renal 1nduc1da por CsA , .. ,,, Los hallazgos de este estudio sugieren que en ca.sos de 
nefroto,11..:1dad por c1c·o~ponna l:t s1ntc:.1s de óxido nunca se encuentra conscrvad.3. v 
contribuye a a1enuar la "aso<:onstncc1on producida por la c1closponna tal como se h~ 
dem0s1rado en niodclos cxpcrinientak~ 1 ~·•¡ Los efectos protcclores de NO t.."1.lcs como 
pre" enc1on de I~ actnac1on de lcucoc11os y adhes1ñn de plaquetas han sido ::.tnbmdos al !':O 
generado pur la s1n1a~a endntcl 1al. lo que apoya na el potencial efecto benéfico de Ja 
cxpres1on gcnica so~:en1da de e'OS durante la adm1n1str.ic1on cron1ca de C-si\. As1n11smo 
la progres1on dt!I dañc.1 renal en n1odelos cxpenmentales de IL~ton renal se ve acentuada en 
1'..1m1a 1n1ponantc en ratone:. Cl1n au~enc1a de un ccn funcional de e:".:OS Jo que ha su~end0 
un papel protcclor del 'º den"adn de e'OS Se sabe ademas que los rac..J1calcs de NÓ 
!,!encrado:-.. pcir c"'OS 1ue:g:m un papel nnponantc en la regulación de la homcos1as1s 
"ª">cular 1n1~~u.:1endo \.asC1rcla_rac1on e inh1b1cndo la adhesión y agregac1on plaquctanas al 
encJ01t..•lio 1 Otro-. C!'>tudio ... han denio~trJdo que el :"O den"ado de e'OS t.."S un 
n10dulador cr1t1co de l;1s 1nterJcc1oncs entre lcucoc11os v cClula.:-o endotcl1ales 1 ~~ 1 

Finalrnentt: e.ah..: sc-ñalar que ~• h1en en modclu~ e:-...pcnmcn.tales de nefrotox1c1dad por 
c1clo ... por1na. ti n1a" or c'pn: ... ron dt..• e'C>S st..• ha cnconlrado en conc7..a 1"''1. nCt fue posible: 
t..•n c..•,h.• t..•,tudro 1dent1tii.:ar por :o.t.."~"aradu el p;uron de c'prcs1on de: cada 1sorOn11a de NOS 
tan tu a nn. eJ de cune.ta C.:l.Hllu de n1cdula. dado el reducido tan1año del cspcc1n1en de 
b1ops1a. sin embargo t..~ mu~ J:'IT"ob:thle que se hubat.."Sc 1dcnllficado predon11nan1emente la 
c..•,pre ... 1011 con1cal ya que el ~1110 de punc1on ~c..· d1ngc habuualmente a dicha zona del 
1n.1cno 
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Una posible explic:ición para la menor expresión de n:'\'OS encontrada en nuestro estudio. 
en panicular en casos de ne&oroxicidad poi- CsA. seria la presencia de Ja proteina 
inhibidora de n!\:OS (PIN) la cual pudiera estar sobre expresada. por el efecto nefrotóxico de 
CsA 1',1. 
Es probable entonces que en casos de nefrotoxicidad por CsA. Ja expresión sostenida de 
eNOS f'avorezca un efecto protector mediado por \!I :".'O producido por esta rsofonna y que 
otros mediadores mies como endotclma. sistema rcnina-angiotensina-aldosterona. la 
sobreactividad simp:iuca o el stress oxidauvo pan1c1pen en el dcsarroJJo de Ja 
nefrotoxicidad por esta. droga. 
En los casos de rechazo agudo Ja .::iltcrac10n histológica prcdonunantc fue la infiltración 
inflamatoria tU.bulo-mtersuc1al La presencia de estas cClulas 1ntlamatonas act":adas en el 
tejido renal se asocio con sobree:"Cpres1ón del RNr'\.m de 1NOS y una tendencia a mayores 
nrvdes de proteína. lo que es consistente con otros estud1CJS que han rcpon;ido incremento 
en Ja expresión de rNOS durante ep1sodms de rechazo agudo t:lnto a nivel mtcrsucr31 como 
glon1crular 1"'''· '"'1• s1 bien Jos repones de un.a mayor cxprcs1011 de 1;o...;OS en casos de rechazo 
agudo en hun13nos. son esca:->os El ;iumcnto en la cxprcs10n de 1:'\;0S se ha asociado 
además con d1sminuc1on de la cxprcs1011 glorncrular de c:"OS , ... q. hallazgo tan1bien 
encontrado en el presente traba.10. pues se ob~cn. o una d1sn11nuc1ón s1gn1fic..'ltn.:a en la 
e='Cprcs1ón genrca de c:"\,;OS Numerosas obscn.ac10nL"S apoyan un dt...~cqud1bno de la 
función de ;\;OS en daño rcn.il ;1gudo. con suprcs1on de la act1\. 1dad dc c~OS y aumento en 
la actividad del s1stcn1a de alta producc1on n1cd1ado por 1:'\:'0S l'-ll Dicho dt...~equilibrio 
podria aponar las bases para terapias fu1uras En t:aso~ de rccha¿o agudo de alolnjcnos 
renales la sobre exprc:s10n de '"OS se ha a3oc1ado con 1ntihrac1ón celular. TNF-cx. e 
inrerlcucrna-l IJ pucdc..·n csurnul:;.r Ja expres1on gcnrc..a de 1~0S activando el factor de 
transcnpc1on nui:lc..•ar-..:B f "-'F-..:B} f'"!'I E~ adcrnas bu:n conocido que t!I ~F-•d3 es activado 
por rnd1calcs de oxigeno ••.i i. los cua!c.,. pueden ser form.ados en el nñon tanto por cclulas 
111t1a(llatorras. con10 no 1ntlama1onas C)tra rio~1hil1dad e:~ que ''°OS sea Ja fuente de O:" y en 
csw~ 31tu;1c1onc3 i'OS ">e coC\.cn1r1a en u11~1 cn/101;.1dclcrcrca 1'"' 1 

En un modelo C'(pcnmcn1.al de rct:hazo agudo de alo1n.1enos renales. la 1nh1b1c1on st:Jccuva 
de- 1~0S produ.10 mc.iona hcmndman11ca 3'.'ol r.:01110 reducc1on del darlo v el mtihrado 
rubulom1crstu.:1al. .:tpl1\andn d com.:crito d~ un pa~cl dcleterco de 1~0S dcn"ada a panirde 
cclulas 1nflan1;uona-. c..•11 c..•I rc..·1.·h.:1.l'"P de..• all11n1cnt... ... .., .i-• 
1 o anterior put..•dt..• avudar .a c'pfl.:ar poniut..• t.."n ~1tuac1oncs conH ... el rct:ha/< ... acudo del 
<..1h>111_1eno renal cl cu~ .. d :-.e ;1.:,11npa1~1;1 de un 1nten~'' ~trc,~ por r:id11,;;1lc~ de '-'''!.!Cflll dcb1do a 
1-iqtH.·n1ia-rcpc..·rti1s1,1n e 1ntl.u11;1..-11.u1. 1~C>S ••1..·tu;1 .... ·01110 una &:n.l'1n1a dc..•lctcn. ... •.a 
En lo que ~e rcticrc a la partu ... ·1pa4.:'1on del '"\:() c...•n Ja nC'fropa11;1 cron1c.a dd rn1cno ... Ja 
in1brrnac1011 cx1.,.1cn1c...• ce. ...-... ...:~1-.;1.' h..t-.1...:arn~ntc...• -.t.." ha cntlh.::1do a la cxprc...°'1011 de 1:'\:0S Se 
ha reportado lpc..·al1.l';11.:u.,n de.• l;1 prcltt..•1n;1 de...• 1'"\:<>S en 4.:'C.."lulas 1111l~1n1a1orHL' (n1acrof;.sco:-. v 
Jinfuc11os • ;1 ... 1 .:c1rn" en ..: ... 1ru1.·111r~h \. ..... .:utirc..•.., clontc..•rularc-. tuhularc..•:-.. 4.:'t.."lul;1' n1c'.'oan.;1alc-;. 
~ de n1usculo 11~<.l 'ª"'"cul.:.tr. lo que -.ugrcrc que diferente..":-. n1c4.:'.an13n1os n.•gul.an Ja acu"".;,c1on 
de.• 1'\.0S en J;1 nc..•frnp:u1;1 4.:'rnr11.:.1 dc:I alo1n1c..·n .. 1 '.'- que..• t..•I t.. ..... t1n1uh1 1nn1un1.,iog1t:o puede no 
-.cr Ja Unrca causa de ~u 1ndu1..·1,...·ll1n 1""1 
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Se ha descrito también que en modelos murinos de rect: ,zo crónico la expresión génica de 
iNOS aumenta en conjunto con otros mediadores inflamatorios en Ja coneza renal. 
sugiriendo que la producción de NO por iNOS puede estar aumentada como un mecanismo 
compensador l<>~I. 
Contrariamente a lo antes expuesto. nosotros hemos enct ntrado en este estudio un bajo 
nivel de expresión de las 3 isofonnas de NOS en casos de•· ~fropatia crónica del aloinj("no. 
tanto a nivel uenico asi como por inmunoh1stoquimica. probablemente debido a lo 
avanzado del d-;,ño tisular. Jo cual se ve apoyado tambiCn ,,or la baja expresión del gen 
control. pues como se descnb1ó prcv.amentc. el mayor grado de daño glomerular se 
encontró en el grupo con NCI. el cual tuvo una diferencia estadísticamente significativa en 
con1paración con el grupo control (0 4.:? =- 0.14 vs O I.:? :=. O 18. p < O 05) Ademas. cabe 
señalar que a diferencia de los casos de rechazo agudo. en los pacientes con nefropatía 
crónica del 1n.1eno el tipo de daflo h1stológ1co es diferente. pues no se encuentran cClulas 
inflamatonas actn.adas que cst1mularian la expresión de i!\:'OS. por el contrario. lo que se 
encuentra es pn::donunantcmcntc fibros1s intcrst1c1al y atrofia tubular. es decir existe una 
d1sn11nuc1ón en el numero de cClulas con capacidad de producir NO 
Se ha descrito tan1b1cn una d1~m1nuc1ón en la producc1on de :'\:O asi como una menor 
expresión 1ntrarcnal de cl'!OS e 1:"'0S en msuticicnc1a renal cron1ca.. lo que puede deberse a 
un incren1ento t!n la conccntrac1on de mh1b1dores cndouenos cu-culantes de ~OS 1""·"~ 1 . Por 
anillisis innn111oh1stoquim1co se ha dcr.lostrado tan1bu.!n aumen10 en la formación de 
n1trot1rosma prcdo1111nantemcntc en tubulos renales cron1can1cntc rechazados Estas 
especificas n1od1ficac1ones de 11ro~1na puc-dcn JUga..- un papel integral en la c1totox1cidad 
rclac1on;ida al rechazo c..-ón1co y posiblemente <i1n.an como un importante marcador 
d1agno::.t1co 1'"'"1 En csh:: estudio no se buscó la presencia de n1trot1ros1na pan1culanncnte a 
nivel tubula..-. lo cual scrm 1ntcrcsanr1: 1dcnttficar en un 1...~tud10 ultenor. 
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*CONCLUSIONES 

En el curso de 3 diferentes ncfropatias~ el patrón de expresión de eNOS, iNOS y nNOS se 
encuentra alterado. 
La adn1inisu-ación de CsA no modificó significativamente los niveles de e NOS. sugiriendo 
que el O;\; producido por esta isofonna pudiera contrarrestar al menos en pane el efecto 
vasoconstrictor de este mn1unosuprcsor. lo que se asoció ademas con una mayor expresión 
de Ja isoforrna induciblc. Los efectos protectores de NO tales como prevención de la 
activación de Jcucoc1tos y adhesión de plaquetas han sido atribuidos al NO generado por la 
sintasa cndotchal. Jo que apoya.ria el potencial efecto benéfico de la expresión gc!nica 
sostenida de cNOS durante la administración crónica de CsA. 
En relación con el rechazo agudo. se observó una n1ayor expresión de los niveles de iNOS 
tanto a nivel gCn1co como proteico, lo cual podna contribuir al daño vascular. glomcrular y 
túbulointcrs11c1al observado en estos casos Adt:n1as en presencia de rechazo agudo de 
aloinJcrtos renales Ja sobre expresión de 1NOS se hn asociado con mtihración celular 
El papel y la fuente del :'\:O en la nctTopat1a crónica del aloinjeno aun no son claros. En 
t..~te cstudío se encontró un ba_10 nivel de cxprcs1on de las 3 1soformas de NOS en casos de 
nefropatia crón1c:i del alo1n_1crto. tanto a nn.cl gcn1co asi con10 por 1nmunoh1stoquim1ca. 
probablemente debido a lo avanz:ido del daño usular. lo cual se ve apoyado tan1b1C:n por Ja 
baJa expresión del gl.!n control <P-actma) 
Corno Goligorsky y No1n recientemente han establecido. ··Cuando las f"unciones de todas 
las isofornuu de ='-'OS son bloque~1d:1S .. los erectos deletéreos de 1:1 inhibición de e!'iOS 
in"·;1riahlemente pre"·alecen sobre los polliihles beneficios de la inhihición de i~os- 1"!'1. 
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*UMZT ANTES DEL ESTUDl'.·'=> 

1 .No se han considerado factores extem• .3 que pudieran modificar la ex.presión de NOS en 
aloinjcnos renales. tales como: tiempo r ! isquemia. variabilid:id individual. presencia de 
d1slipidcmia. la dosis de nefronas que el donador aporta al receptor, el grado y tiempo de 
evolucion de h1pcncnsión ancnal s1stCa.uca post-trasplante así como cambios en la 
expresión influenciados por género y edad. sin embargo llevar a cabo un análisis 
estratificado tomando en cuenta dichas covariables considerando el tan1año n1uestral 
alcanz..."ldo sena pract1camcnte impos1ble. 

::.Como ya se ha señalado el tamaño de muestra no fue el ideal segUn lo calculado con la 
fórmula ya dcscnta y considerando las mínimas diferencias. sin embargo alcanzar dicho 
tamaño n1ucstral implicaría prolongar el estudio por mucho tiempo además de las serias 
lim1tac1oncs que se tcndrian para el manejo de un gran número de muestras. tanto desde el 
punto de vista de reactivos (enzimas. nucleótidos. radiotrazador) así como del equipo 
especifico como camaras de clcctr-oforcsis y tennocicladorcs. 

J Finalmente es 1mponantc se1"\alar que s1 bien en modelos experimentales de cnfcnnedad 
renal se ha podido adcnuficar por separado el patrón de expresión de cada isoforma de NOS 
tanto a nivel de concza con10 de medula renal. en este estudio no fue posible dado el 
reducido tamaño del espec1mcn de biopsia. sin embargo es muy probable que se hubiese 
1denufica.do predominantemente la expresión conical ya que el sitio de puncion se dirige 
habitualmente a dicha zona del injerto. 
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* APENDJ:CES 

APENDICE 1 
Esrudio llis101•:1loló~ico 
1. Una vez efectuada la biopsia en la habitació., del paciente .. se traslada el espécimen 
en solución 1sotón1ca de cloruro de sodio 0.9~-o a ren1pcratura an1biente al dcpanamcnto 
de Patología . 
.:?. El espcc1men es lijado en una solucron de fom1ol al 1 Uºo con PBS (buffer de fosfato 
con pH de 7 :?-7 5> por un periodo de :?-ih . 
3. El tejido es la"ado con solución 1soton1ca de cloruro de sodio 0.9~á y posteriormente 
dcsh1dr:ltado con alcohol a conccntr.:tcrones progres1van1cnte n1ayorcs iniciando con 
alcohol al 50~0 hast.a lli:gar al alcohol absoluto 
4 El tc.11do es o.darado con una soluc1on de xllol y postcnom1entc en1beb1do en 
parafina con un punto de fus1on de 57-58°C" 
5 Cna "cz hecho el bloque de parafina se hacen eones de 2-4J.l los cuales se emplean 
para el estudio de n11cro~cop1a de lu;. previa rcalizac1on de las siguientes tincioncs: 
f-fcrnatoxilm;1 y eos1n;1. PAS. tru:ro'111co de :'\.1asson y rnctenamma de plat..'1.. 

APE:'>óDICE2 
lnn1unohis1oq11i1nic.·u 
1 Se dcsparatinan los fragrnt!ntos obtenidos del bloque de parafina c:ilentándolos a 57-
60ºC 

.:: Los eones dcsparafinadus son 1nclu1dos en xalol '.'-" postcnornu.:ntc en alcohol a 
conct!'ntr.a..:1oncs progrc .. 1'-an1cntL• llh!norc~.1n1..:1311do con alcohol .:sbsoluto hasta llegar:i 
alcohol al !'Uºo 
3 Previo 13\.ado con agua corncntc se cfcctUa la recuperación de antigcnos con 
prote1nas.:1 "durante:°' nunutos y Jl<htcrsonncntc se l•P.:l cun a;gua destilada 
4 Se cfcctua blo<1ucu dc pcn.,'1das.a cndogcna con pcrox.1do de hidrógeno al 3º0 en 
n1etanol ah .. nlull' 
5 !-.e ln\.:1 ~l"n PBS 111 m'-1 ..:on pll de 7 ::-7 :"" 
h St.• ;i~rc~.:1 L"I anti..:11L"íl"'' prunario (t..º'f't..º~1th:n) ~• un:1 dilu~1on de 1 ::oo ~·~e dc_1a por 30 
nunuto~ 

7 Po<itcnc,r ~• la\.ado ~e ag.rt..•!!a d an11t:uerp<.l ~e~undano oblenrdo de cahra unrdu a 
h1ot111a;.. ,L. dL•1a ~1• 111111111,, .. 

8 Se ~1gre~a L"1 i:nn1ul-!.11.h• ... • ... trt..•p1;1" u.hna · pen1,1da~ P<'r "lu n11nu1c" '.' .... e l:t'-a 
9 Se .tgre):!•• '-"I ~u-.tr.1t...• J ... · 1'L"ro,1da-..;1 f; ; d1;11111nohl.·nc1d111;11 por 1 u rnanutu~ y se'ª"ª 
1 O Se llc,;1 ;1 L";1h•' la co111r;tt1111..:1nn Cl'lfl hcn1:11c.,,il111:1 ,. tin;1ln11.:nte sc n1onta en re.s1na 
Se u~;1 ~01110 l..:lllltr<'ll 11L"!.!'ª''"º un lr..tt•tnento c.IL• te11du renal ~tnu en1plL•¡1nc.lc.• soluc1on 
PBS en h•t~ar dt..•I ;1nt1cuL·rpP f't1111aru., ~ cc.,111<' ..:ontrul pos1t1" c., tc.11dl, ren~tl s.., no teñido 
d<! la f~•nH;i ant...·-. 1.k• .. crit~1 

r: .. -·. -:.·,. "'"'· f.:-.. ~B.I~I ()T .. 0?.(_~,..'.. 
¡ . 

... ,.vEN j 
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AP•:~DICE3 
._ A.islan1iento de RNA 
La extracción de RN.~\ total se lleva a cabo utilizando el kit comercial de Boehringer 
conocido como Tnpurc. el cual se basa de un solo paso y emplea extracciones en 
cloroformo. 1sopropanol y etanol frio al 75°-Q. como se dcmlla a continuación: 

1 Se hon1oucne17..a el te1ido con 0.5 mi de Trizo) en un tubo NU!':C . 
..., Se transfi~rc el homogeneizado a tubos eppcndorfdc 1.5 mi estériles. 
3. Se agrega a cada uno 100 ~ti de cloroformo y se agnan 1 =' seg en el vonex. 
4 Se mcuban 1 O n11nuto~ a temperatura ambiente 
5 Se centntiu.!an a 1 1900 c durante 1:; minutos a ..;::ic. 
6. Se separa I; fase acuosa ~v se coloca en un tubo nuevo. 
7 Se agregan ~50 µI de 1sopropanol 
8 Se incuban 1 O minutos a temperatura an1b1cnte 
9 Se ~cntnfugan a 1 1900 g durante 1 O nl1nutos ;1 -FC 
1 O Se tira el sobrcnadantc \.'se al!rccan O 5 mi de etanol frio al 75°·0. 
1 1 Se agita en "onex hast~; desp;endcr el boton 
1 ::!. Se centnfugan a 7500 g durante 5 1n1nutos a ..t"C. 
13 Se tira el sohrenadantc y se ccr.tnfugan nuevamente 1 nllnuto a ..tºC. 
1-l Se quita todo el sobn:nndantc con un;t punta csténl 
15 Se colocan los tubos ab1cnos en la centrifuga de vacio (speed vac) y se 
centrifugan .:irirox1madan1cn1c 5 n11nutos 
16 Se rcsuspcndc el bllh."\n con 50 ~,¡ de agua grado B1olc.lgia !\.tolccular 

APE'."l>ICE-' 

Se drhn.cn :::!!-11 de K'.\..·\ c.:n -IX ul de acua d.: ... 11l;u.fa \.' ~c rc1!1strJ 1.3 :ibsorbanc1a t:n luz 
uhra'\ u~lct~1 a un~t longitud de <.tndi.I di:: ::t .. u nn1 ~ ::So nn1- La conccntr:tc1on total de 
J{'-.-\ c.:n ~'~ ... e .... ht1t.•nc dtrt.•..:1.11ncntL.• 1.tc la lc...:1urJ rt.•g1•ar..u.Ja a :!bO nnl Paht llhtcncr 1::. 
... ·~1nuJ.1 .. t h.Hal de J~'-A c,u-.11.Ji• ... '-. 1nuh1ph'-·~1 l;1 .,;ttll\o!l."ntr~tto:h'11 .. ·u ~tg !-•I í'''r c:J ... ulun1cn 
lot;il d'-· a!!u;1 qu'-· :..e ut1lt/u p.1r.1 rt..· ... u ... pctH.h .. •r t..•I K '··\ ~11 tin;.11 de la C'-traccu..Hl 



APE:-ODICE~ 

._. Gel de a2arosa pnra R='i~"'. (n1inij?el) 
En un matraz Erh:nmcyer p~i-a cada 1 O mi de gel se mezcla: 

Ag:arosa O. 1 g. 
Auua desulada 8.5 mi 
s; disuelve por calentamiento (horno de microondas 45·~, 
Se dc.1a c:nfnar a :;o~c y se agrega p01r;1 cada 1 O n1J de gel: 

1 mi :>..10PS 10., 
0.5 n1J Formaldehido 
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Se '\acia sobre la caja del gel y se deja sohdificar cuando menos por 30 minutos antes 
de usarlo 
Para correr el RNA se prepara la siguiente mezcla para cada muestra: 

5 J.tl Fom1anuda 
1 J.il de :'\.10l>S 1 Ox 
:! ¡.ti de Formaldchido 
J ¡.ti de Gel load1ng 
O 16 ¡.ti de Bro111uro de Er1d1<> ( 1 O tng. mi) 
Se mezclan 8 1 µI con 1 o 1 5 pi dt: R!S'A 
Se cahcnta 1O1n1nulo:-. a 65"-C' 
Se enfria cip1do en hielo y se dt.•.ia a tc!n1pcratura ambiente 
Se "aci:.1n las n1ut!'stras en el gel surncrgid<.., en '.\.10PS 1 x 
Se corre el gel a 75 \:durante l ~ h 
Para dcstc!i'llr el gel "''-" ..... un1crg'-· en ~•gu~1 durante l O nunuto~ J ''-·~e~ 

'.'IOPS l(h IL 
...S 1 86 g :\.10PS 
6 80 g de .·\cct;11<" c..h.• -.odto 
~o n1I d~ FIJT.-\ o~ '\.I 
pll ==- 7 O ~cm "';1CHI lf1' 
l:.s1cnl1J..:.ir pl1r 1iltr;h."h•r1 

GEi.. l..OADl~C: (Para~ mi) 
1 mldcglil.:'crc..'ll(~llu.,¡ 
...SO~dEl>T·\,1''\.lpll S1l1•m'\.t1 



APENDICE6 
Ohtención de cDNA (TR) 
La reacción con transcrlpuisa reversa se lleva a cabo usando 5 µg de Rl':A. el cual se 
lleva n un volun1cn de J J µJ y se calienta a 65°C por 1 O min. La TR se efcctüa 3 3 7°C 
por 60 minutos en un volumen total de 20 µI usando: 1 µ1 de transcriptasa reversa del 
virus de la leucemia murina (~1:\-tLV. Gibco). J µI de hex3meros. 1 µI de una mezcla 
de dcox1nuclcóÍ1dos ídATP. dGTP. dTTP. dCTP (dNTPs)J.:? µ1 de ditiotrenol 1 O 01:\.-1 y 
-1 µI de butfor para TR (75 m:\-1 KCL. 50 m:0-1 trís-HCI. 3 m:\.I MgCb. pl-1 8.3 l 
Al final las n1uestras se calientan a 95ºC por 5 minutos para inactivar la TR y se diluyen 
a ..io µJ de agua grado PCR 

AP•::"DICE 7 
Amt>lilicación de las isof'ormas de NOS y J?en control (Jl-actina) 

Se utrh7..a una dcc1ma panc dc la TR de cada muestra para Ja an1phficación de las 
1soformas de: !\.'OS y P-act1na en rc:icciones con un volumen final de :!O µl .. que 
md u yen ::! µI de buffer- PCR ( 1 O rn:'\.1 Tns-HCL 1.5 m:\1 :\1gCb. SO nl:'\.1 KCL pH 8.3 ). 
U::! µJ de d!':TPs. O:! µI de (a-'~ PJ dCTP (:!50 µCi). :! µI de cada iniciado.- (sentido y 
anusenudo) y una unidad de Taq D:".:A polirncra.sa Las muestras son cubiertas con ~O 
pi de aceite mineral y la PCR se cfcctUa en un termociclador- con el siguiente pc:rfiJ: 
dcsnaturalizac1on t minuto a 94 ºC. alineación 1 minuto a 59 ºC v un minuto de 
c:'tc:ns1ón a 7::=c El úlumo ctclo es seguido dt: un Ultimo paso de- extensión de 5 
n11nutos a 7:! ~c.- El gen control es co-amphficado s1multancaml!ntc en cada rcacc1on en 
un tuho st.•parado 
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APE~:uct:s 

._ P.-inu•r•; us:1dos p:1ra ~1111plific:1C'ión en PCR 

BLANCO PRIMERS PROC>UCTO(bp) 

n="'OS 

i:"OS 

e:"'OS 

{-) ;;· - AA.-\GCG.·\GTCTC.-\GCTGC - 3. 

{-) 5· - C.-\GC.-\GTTCC.-\CTTTC.-\C - .r 

{-) ;;· - TCTTGGTC.-\AAGCTGTGCTC - 3· 

{-) 5· - C.-\TTGCC.-\.-\ACGT.-\CTGGTC - 3• 

{-1 ;;· - G.·\.-\G.-\CiGA·\GG . .\GTCC.·\GT.-\.-\CACAGAC - :.r 

{-) :;· - CiGACTTGCTCiCTTTGC.-\GGTTTTC - 3" 

< ·) 5· - CC.·\Ci.·\GC.·\.·\G.·\G.·\GGC.-\TCC - .l" 

(·I 5· - CTCiTCiGTGC.TGA.-\GC'TGT.·\G - Jº 

l TESIS CON J 
F..li.LLA DE ORIGEN 

::?J7 

-138 

-136 
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