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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: Introduccion y objetivos: Por la importancia de minimizar el dafio renal, por isquemia/reperfusion, en el
Recibido el 11 de diciembre de 2009 trasplante de o6rganos, evaluamos tratamientos profilacticos para controlar la respuesta inflamatoria,
Aceptado el 8 de enero de 2010 utilizando diferentes donadores de 6xido nitrico (NO).

On-line el 2 de abril de 2010 Meétodos: Empleamos modelos experimentales de isquemia/reperfusion y trasplante renal utilizando los

donadores LA-803, LA-807, LA-810 y molsidomina. Estudiamos funcion renal, infiltracion neutrofilica,
estrés oxidativo, citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias, NO, interaccion leucocito-endotelio y
transcripcién nuclear.
Resultados: LA-803 demostr6 la mayor efectividad en el control de la respuesta inflamatoria y fue
seleccionado para continuar el estudio. Demostramos una disminucién del estrés oxidativo y de la
infiltracién neutrofilica, una menor lesion endotelial con preservacion de la funcién organica y una
disminucioén de la respuesta inflamatoria.
Conclusiones: Consideramos que el empleo de donadores de NO especificos es de extraordinario interés en
el trasplante de 6rganos, incrementando la viabilidad celular y la funcion organica postrasplante.

© 2009 SEDYT. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.
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Evaluation of new nitric oxide donors in experimental renal transplantation

ABSTRACT

Keywords: Introduction and objectives: Given the importance of minimizing renal damage due to ischemia/
Inflammatory response reperfusion in organ transplants, we evaluated prophylactic treatments to control inflammatory response,
Renal transplant using distinct nitric oxide donors.

Nitric oxide Methods: We used experimental models of ischemia/reperfusion and kidney transplants using LA-803,

LA-807, LA-810 donors and molsidomine. Renal function, neutrophil infiltration, oxidative stress, pro- and
anti-inflammatory cytokines, nitric oxide, leukocyte-endothelium interaction and nuclear transcription
were studied.
Results: LA-803 demonstrated the greatest effectiveness in controlling inflammatory response and was
selected to continue the study. We found a decrease in inflammatory response, oxidative stress and
neutrophil infiltration and lesser endothelial damage with preservation of organ function.
Conclusions: We believe that the use of specific nitric oxide donors could be highly useful in organ
transplantation, increasing cellular viability and organ function post-transplantation.

© 2009 SEDYT. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion terapéuticos, sigue asociado con alta morbimortalidad y coste

econémico!. Acontece a través de una compleja interaccién entre

El fallo renal agudo por isquemia-reperfusién (I/R) es un efectos hemodinamicos, mediadores de la inflamacién y dafio

problema clinico muy importante! que, a pesar de los avances tubular y endotelial®*.

Tanto el dafio por I/R secundario a la extraccion, almacenaje e

implante renal como la respuesta inflamatoria originada durante ésta

" * Autor para correspondencia. afectan a la recuperacion del injerto, siendo la inflamacién uno de los
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El 6xido nitrico (NO) juega un papel protector en modelos de
fallo renal in vivo®. Varios estudios han demostrado que el NO
exdgeno aumenta la supervivencia y disminuye el dafio renal
inducido por I/R en ratas®°.

Estudiamos la importancia de la respuesta inflamatoria y su
regulacion para obtener una mayor viabilidad celular y una mejor
respuesta funcional del érgano trasplantado utilizando profilacti-
camente nuevos donadores de NO.

Métodos

Donadores de 6xido nitrico

LA-803, LA-807, LA-810, a una dosis de 1,8 pmol/kg, quimica-
mente definidos como nitrosotioles, sintetizados por Lacer®,
disefiados para liberar diferentes dosis a distintos tiempos.

Molsidomina® (Molsidain®, Hoechst), utilizada como hipotensor
rapido en clinica, a una dosis de 4 mg/kg.

Estudios de isquemia/reperfusion renal

Cincuenta ratas macho Wistar (250-275g) (Charles River,
Margate, UK).

Anestesia intraperitoneal con 75 mg/kg de ketamina (Parke-Davis,
Espafia)+50mg/kg de diazepam (Roche, Espafia) y 20mg/kg de
atropina (Braun, Espaiia).

I/R segin Garcia Criado®®: laparotomia media, oclusién
pediculo renal izquierdo con micropinza vascular durante
60 min. Antes de finalizar la isquemia nefrectomia derecha y
reperfusion de 4h a 7 dias.

A los animales divididos en grupos se les administré i.v. LA-803,
LA-807, o0 LA-810, 30 min antes de la reperfusion; al grupo control se
le administro el solvente al mismo tiempo.

A las 4h posreperfusion se tomaron muestras de sangre y
rifién, y en el seguimiento de 7 dias los animales permanecieron
estabulados en jaulas metabdlicas para realizar estudios de
supervivencia y funcion renal.

Estudios de trasplante renal en rata

Veinte ratas machos Fischer consanguineas (200-225g),
(F.344/ICO, Iffa Credo, Francia).

Anestesiada la rata, segin protocolo anterior, se realizd
laparotomia media e identificaron el rifién y el uréter, la vena y
la arteria renal izquierdas, la vena cava inferior y la aorta
abdominal; administramos 100 Ul de heparina Rovi®. Realizamos
técnica modificada de trasplante renal ultrarrapido sobre la
descrita por Neblina'®, utilizando cuff para las anastomosis venosa
y uretral y telescopaje en la arteria renal. Finalmente, nefrectomia
derecha, reperfusion de 3 h y toma de muestras (sangre y rifion).
Los rifiones fueron perfundidos, extraidos y preservados con
solucion EuroCollins a 4 °C durante 24 h.

Grupos: simulado (n=4), trasplante control (n=4+4) y tras-
plante+LA-803 en las soluciones de perfusion y preservacion y al
receptor del 6rgano 30 min antes de la reperfusiéon (n=4+4).

Estudios de transplante renal en cerdo

Treinta y cinco cerdos minipig machos (18-20kg) (Harlan
Laboratories SRI).

Después de administracion i.m. de ketamina de 2 mg/kg, diazepam
de 10mg y atropina de 1mg, se induce anestesia con propofol de
1,5mg/kg iv. y se realiza intubacién orotraqueal con ventilacion
mecanica (Boyle, 2000), manteniendo la anestesia con propofol

(3-4mg/kg/h), fentanilo (2 pg/kg/h) y mivacurio (1 mg/kg/h), para
analgesia postoperatoria de 2 g de metamizol magnésico.

Se cateterizan la vena yugular interna y la arteria carétida; se
realiza laparotomia media, diseccion de la aorta abdominal y arterias
renales (ligando ramas suprarrenal inferior y gonadal) hasta bifurca-
cion aoértica, diseccion del uréter respetando la grasa periureteral y
procediéndose a la perfusion renal con EuroCollins a 4°C y 1 mg/kg
de heparina sodica. Preservacion con EuroCollins a 4 °C durante 24 h
y autotrasplante heterotopico siguiendo técnicas quirdrgicas y
terapéuticas idénticas a las utilizadas en clinica humana.

Grupos: simulado (n=5), trasplante control (n=5) y trasplante
molsidomina en soluciones de perfusiéon y preservacion y al
receptor del 6rgano 30 min antes de la reperfusion (n=5).
Tiempos de reperfusion de 24 h, 3 y 7 dias.

Variables analizadas

Pruebas de funcion renal.

Modelo I/R: 48 h posreperfusion.

Modelo trasplante cerdo: 7 dias postrasplante.

Las concentraciones de creatinina en plasma y orina se
determinaron utilizando un método automatizado basado en la
reaccion de Jaffé (analizador automatico Hitachi 747-200, reacti-
vos de Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN). El aclaramiento
de creatinina fue calculado utilizando la formula convencional.

Radicales libres del oxigeno.

Modelo I/R: 4 h posreperfusion.

El estrés oxidativo en el rifion fue estudiado mediante los
niveles de superoxido dismutasa, segin las técnicas de Misra y
Fridovich y el anion superoxido (ASO) por adaptacién de Boveris y
Forman, descrito previamente®.

Para la concentracion de proteinas se utiliz6 un kit de Bio-Rad,
basado en el método de Lowry (1951).

Mieloperoxidasa.

Modelo I/R: 4 h posreperfusion.

Modelo trasplante cerdo: 24 h postrasplante.

La actividad de la mieloperoxidasa (MPO) en el rifibn, como
marcador de infiltracién neutrofilica, fue analizada segiin la técnica
de Bradley modificada por Mullane, descrita previamente®.

Citocinas.

Modelo I/R: 24 h posreperfusion.

Modelo trasplante rata: 3 h posreperfusion.

Los niveles de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o),
interleucina (IL)-1pB, IL-6 e IL-10 fueron determinados en suero
empleando kits basados en la técnica ELISA (DuoSet®™ ELISA
Development System rat R&D Systems).

Estudio de la sintasa inducible del 6xido nitrico (iNOS),
moliculas de adhesion celular (CAMs) y factor transcripcional
(xB).

Modelo trasplante rata: (molicula de adhesion celular vascular-1
soluble [SICAM-1] y molicula de adhesion celular vascular-1 soluble
[sVCAM-1] 3 h postrasplante.

Modelo trasplante cerdo: (sICAM-1, molicula de adhesion
celular intracelular-1 [ICAM-1], sVCAM-1 y molicula de adhesion
celular vascular-1 [VCAM-1], factor nuclear kB [NFkB] e iNOS) 7
dias postrasplante.

La expresion de iNOS, sVCAM-1, VCAM-1, sICAM-1, ICAM-1 y
NFkB fueron evaluadas por western blot segin se describe
previamente®,

Estudio estadistico.

Todos los valores han sido representados como media + error
estandar de la media.

La inferencia se realizO6 con ANOVA (test de Scheffé o
Kruskal-Wallis) y Kaplan Meier. Un valor de p <0,05 se aceptd
como resultado significativo.
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Resultados
Modelo de isquemia-reperfusion

Funci6n renal

La creatinina obtuvo valores en los grupos tratados con NO,
LA-803 de 200mg/ml y LA-807 de 240mg/ml, que no se
diferencian del grupo simulado (140mg/ml), existiendo
diferencias (p<0,05) con los del grupo isquemia-control
(510mg/ml) y el tratado con LA-810 (470 mg/ml).

El aclaramiento de creatinina en los grupos tratados con
LA-803 y LA-807 y el grupo simulado presenta diferencias con el
grupo de isquemia-control (p < 0,01) (fig. 1).

Estrés oxidativo

La I/R en el grupo control de 309U/mgprot induce un
incremento de superoxido dismutasa con respecto al grupo
simulado, de 58,1 U/mgprot (p<0,01). Los grupos LA-803 de
73,8 U/mgprot y LA-807 de 100 U/mgprot presentan una dismi-
nuciéon (p < 0,01) con respecto al grupo control y LA-810.

El ASO aumenta en el grupo control con respecto al grupo
simulado (p <0,001). En los grupos LA-803 y LA-807 disminuye
con respecto al grupo control (p<0,001) y LA-810 (p<0,01)
(fig. 2).

Infiltracion neutrofilica

La MPO aumenta (p <0,001) en el grupo control vs. el grupo
simulado. Los grupos LA-803 y LA-807 presentan una disminucion
con respecto al grupo control y LA-810 (p < 0,001) (fig. 3).

Modelo de trasplante renal en rata

Citocinas proinflamatorias

El TNF-o0 se incrementa (p<0,01) en el grupo trasplante-
control respecto al grupo simulado, disminuyendo (p < 0,01) en el
grupo LA-803 (fig. 4).

La IL-1f, incrementada en el trasplante-control (197,6 pg/ml),
con respecto al trasplante NO (73 pg/ml).

Dafio endotelial

La sICAM-1 presenta una disminucién en el grupo LA-803 y un
aumento en el grupo trasplante-control (fig. 5).

La sVCAM esta elevada en el grupo trasplante-control (318,7%)
(p < 0,01) con respecto al grupo simulado (100%), mientras que en
el trasplante LA-803 (123%) disminuye (p < 0,01) hasta alcanzar
los valores del grupo simulado.

Aclaramiento de la cretinina
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Figura 1. Modelo isquemia-reperfusion renal. Aclaramiento de creatinina a las
48 h posreperfusion.
*vs. grupo control isquemia, 48 h.
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Figura 2. Modelo isquemia-reperfusion renal. Ritmo de produccion del anion
superdxido a las 4 h posreperfusion.

* vs. grupo simulado 4 h.

** ys. grupo control isquemia 4h, y LA-810 4 h.
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Figura 3. Modelo isquemia-reperfusion renal. Actividad de la mieloperoxidasa, a
las 4 h posreperfusion.

* vs. grupo simulado 4 h.

** vs. grupo control isquemia 4h, y LA-810 4 h.
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Figura 4. Modelo trasplante renal en rata. Concentracién del factor de necrosis
tumoral alfa a las 3 h postrasplante.

* vs. grupo simulado 3 h.

** ys. grupo trasplante control 3 h.
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Figura 5. Modelo trasplante renal en rata. Intensidad de la banda de sICAM-1;
porcentaje respecto al grupo simulado, a las 3 h postrasplante.
* vs. grupo trasplante control 3 h.
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Figura 6. Modelo trasplante renal en cerdo. Actividad de la mieloperoxidasa a las
24 h postrasplante.

* vs. grupo simulado 24 h.

** vs. grupo trasplante control 24 h.

Modelo de trasplante renal en cerdo

Funci6n renal

La creatinina, al séptimo dia postrasplante, presenté un
incremento (p <0,001) en el grupo trasplante-control (3,8 mg/ml).
No observamos diferencias entre los grupos simulado (1,2 mg/ml) y
trasplante-molsidomina (0,9 mg/ml).

El aclaramiento de creatinina no difiere en el grupo tratado
(8,7ml/min) con respecto al grupo simulado (11,3 ml/min). Fue
significativa la diferencia entre el grupo molsidomina (8,7 ml/min)
y el grupo control (4,5ml/min) (p < 0,01).

Infiltracion neutrofilica

Incremento de MPO (p < 0,001) en el grupo control respecto al
grupo simulado. A pesar de la disminucioén en el grupo trasplante-
molsidomina, sigue siendo superior a la del grupo simulado
(p<0,05) (fig. 6).

Citocinas antiinflamatorias

Las IL-6 e IL-10 presentaron un incremento (p <0,01) en el
grupo trasplante-molsidomina. La IL-10 disminuyé (p < 0,01) en
el grupo control (figs. 7 y 8).

Oxido nitrico
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Figura 7. Modelo trasplante renal en cerdo. Concentracién de interleucina-6 a las
24 h postrasplante.
* vs. grupo trasplante control 24 h.
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Figura 8. Modelo trasplante renal en cerdo. Concentracién de interleucina-10 a las
24 h postrasplante.

* vs. grupo simulado 24 h.

** vs. grupo trasplante control 24 h.
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Figura 9. Modelo trasplante renal en cerdo. Expresion de iNOS; porcentaje de
intensidad de banda respecto al grupo simulado, a los 7 dias postrasplante.
*vs. grupo simulado y grupo molsidomina 7 dias.
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La concentracion de nitritos demostré un incremento
(p<0,001) en el grupo trasplante-control (24h=48,2nM,;
7d=34,3nM) respecto al grupo simulado (24h=6,1nM;
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Figura 10. Modelo trasplante renal en cerdo. Intensidad de la banda de VCAM-1;
porcentaje respecto al grupo simulado, a los 7 dias postrasplante.
* vs. grupo simulado y grupo molsidomina 7 dias.
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Figura 11. Modelo trasplante renal en cerdo. Intensidad de la banda de sVCAM-1;
porcentaje respecto al grupo simulado, a los 7 dias postrasplante.
* vs. grupo simulado y grupo molsidomina 7 dias.
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Figura 12. Modelo trasplante renal en cerdo. Activacion de NFkB; porcentaje
respecto al grupo simulado a los 7 dias postrasplante. * vs. grupo simulado y grupo
molsidomina 7 dias.

7d=4,6nM) y al grupo molsidomina (24h=11,1nM; 7d=8 nM);
en éste observamos una disminucion significativa (p < 0,05) a los
7 dias respecto de la evaluada a las 24 h.

La expresion de la iNOS objetivé un incremento (p < 0,001) en
el grupo trasplante-control respecto al grupo simulado y al grupo
molsidomina (fig. 9).

Interaccién leucocito-endotelio

La ICAM-1 aument6 (p <0,01) en el grupo trasplante-control
(158,4%) con respecto al grupo simulado y al grupo molsidomina
(117,8%). La sSICAM-1 experiment6 un incremento (p < 0,001) en
el grupo trasplante-control (198,2%) con respecto al grupo
molsidomina (43%), que descendid (p <0,01) por debajo de los
valores del grupo simulado.

La VCAM-1 aumentd (p < 0,05) en el grupo trasplante-control
con respecto al grupo simulado y al grupo molsidomina (fig. 10).
Igual comportamiento tuvo la sVCAM-1 (fig. 11).

Regulacion transcripcional

La activacion de kB se mantuvo incrementada (p < 0,001) en el
grupo trasplante-control a los 7 dias posreperfusion. El grupo
molsidomina no experimentdé cambios con respecto al grupo
simulado (fig. 12).

Discusion

El disefio experimental desarrollado plantea estudiar la
respuesta inflamatoria, sus consecuencias en el trasplante de
organos y su control profilactico con donadores de NO.

La funcién renal demuestra la agresividad de los modelos
aplicados y un mantenimiento de ésta en los animales tratados.
Este mantenimiento podria deberse a la sintesis de sustancias
vasodilatadoras y el bloqueo de las vasoconstrictoras, mediante
una disminucion del efecto de contraccion mesangial inducida por
los RLO, una disminucion de la produccion de NO por la enzima
renal iNOS, junto con la sintesis de NO por la enzima cNOS,
esencial en la conservacién de la funcién renal'!-'3,

El estado oxidativo demuestra un fuerte incremento de la
actividad enzimatica del sistema defensivo en los controles que
se corrobora con la elevacion del ASO''®; las causas de
la disminucidn de radicales libres del oxigeno (RLO) en los grupos
tratados podrian ser la inhibicién por el NO exdgeno de la NADPH-
oxidasa!” y la xantinooxidasa, la reaccién del NO con el ASO, la
disminuciéon de la activacion e infiltracion neutrofilica por
bloqueo de los RLO con NO, la menor produccion de TNF-a y de
otros mediadores de la respuesta inflamatoria®® y el control de la
transcripcion nuclear, como veremos mas adelante.

El incremento de la infiltracion neutrofilica en los grupos control y
su relacion directamente proporcional con el dafio ocasionado en la
inflamacién ha sido ampliamente demostrado'®-2°. La significativa
disminucién de la actividad de la MPO detectada en los grupos
tratados con los donadores de NO52 nos revela la modulacién en la
activacién leucocitaria e interaccién leucocito-endotelio. Bath et al®!
demuestran in vitro como el NO exdgeno puede disminuir la
quimiotaxis, resultado coincidente con nuestra menor infiltracion
en los grupos tratados. Los RLO, entre otros mediadores, son
responsables de incrementar la llegada al foco de las células
inflamatorias, de la activacion de los leucocitos polinucleares
neutrofilos y de la expresion de las CAMs por parte del endotelio y
de los leucocitos, iniciandose de este modo la infiltracién; estos
aspectos son claves para la migracion.

Las citocinas proinflamatorias inducen la expresion de CAMs; el
TNF-o, estimula la adhesividad neutrofilica y la activacion del factor
transcripcional kB. Por estos motivos sospechamos que un posible
mecanismo de accion en el efecto beneficioso del NO podria ser la
regulacion de la produccion de citocinas. Los resultados evidencian
un incremento de las citocinas proinflamatorias (TNF-o e IL-1B) en
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los grupos control que disminuye de forma significativa al ser
tratados. Los mecanismos implicados podrian deberse a una
disminucién de la activacién neutrofilica: el TNF-o liberado por
neutrofilos induciria la liberacion de RLO por parte de otros
neutrofilos, quienes, a su vez, aumentarian el dafio, entre otras, en
las células endoteliales, favoreciéndose asi el fendmeno de migracion
leucocitaria. El descenso del TNF-oo bloquearia este proceso
de activaciéon autocrina y conduciria a una menor activaciéon del
NFKB y, por tanto, menor expresion de CAMs; esto ltimo
conllevaria una disminucion en la infiltracién neutrofilica. El NFkB,
también esta implicado en la sintesis de citocinas proinflamatorias;
por tanto, al disminuir los RLO (menor infiltracién neutrofilica),
en mayor o menor medida con los diferentes tratamientos
empleados, disminuye el ambiente oxidativo intracelular que
favorece la activacion del NFkB y, de esta manera, la produccion
de estas citocinas®®22,

Tanto la citocina antinflamatoria IL-6 como la IL-10 en los grupos
tratados con NO presentan un importante incremento, y, por tanto,
un mayor control de la respuesta inflamatoria, ya que son citocinas
inmunomoduladoras que juegan un importante papel en la
supresién de la respuesta inflamatoria®>?4. Se ha demostrado que
la administracién de IL-10 disminuye el dafio renal por I/R?, y el
tratamiento con anti-IL-10 lo exacerba. En trabajos in vitro las
incubaciones con molsidomina aumentan la actividad de las
citocinas antiinflamatorias®®.

El NO es uno de los mas importantes mediadores de la respuesta
inflamatoria; su producciéon aumenta de forma significativa en los
grupos trasplante-control, debido a la activacion de la iNOS,
dependiente de la produccién de RLO, la liberacion de citocinas
proinflamatorias, la activacion de NFkB, etc., ocasionando, como
resultado final, una mayor lesion inflamatoria. Los niveles altos de
NO producidos por la iNOs se han implicado en el dafio renal
asociado con la reperfusion. Varias investigaciones in vivo e in vitro
han demostrado que la inhibicién de la expresion y de la actividad
de la iNOs puede prevenir la lesién renal mediada por NO?’.

La expresion de eNOs y de iNOs puede ocurrir simultanea-
mente tras la reperfusion, y los efectos beneficiosos que ejerce a
nivel local la actividad de la eNOS sobre la vascularizacion renal
no serian contrarrestados por el perjudicial efecto citotdxico que
ejerce la iNOS desde la infiltracion macrofagica.

Hemos hallado una disminucion significativa de la expresion de
las CAMs estudiadas en los animales tratados, que puede deberse a
diferentes factores; en principio, la regulacion de la propia
respuesta inflamatoria con la disminucién en la produccién de
citocinas proinflamatorias®®, pero no podemos olvidar la posible
modulacion de la activacién de proteinas transcripcionales como
NFkB.

La disminucién de la expresion de las moléculas de adhesi6on
celular estudiadas determinaran una menor interaccién leucocito-
endotelio y, consecuentemente, una menor infiltracion neutrofilica,
fendmeno directamente relacionado con el dafio posreperfusion.

La menor activacién e infiltracién neutrofilica**>® conducira a una
menor produccién de RLO causantes de lesién tisular. Estos, a su vez,
son mediadores inflamatorios capaces de activar factores transcrip-
cionales como kB, causante de la produccion de diferentes citocinas
proinflamatorias responsables del incremento de la expresion de
CAMs®'32 y, ademas, en el caso del TNF-o, del incremento en la
produccion de RLO. Todo ello redundara en una menor lesion tisular,
con un mantenimiento de la funcién del 6rgano y, consecuentemente,
un efecto protector en el sindrome de la respuesta inflamatoria por
I/R, que podria ser la clave del efecto beneficioso del tratamiento con
el donador de NO en el trasplante renal.

La administracién de los donadores de NO tiene efectos
protectores sobre la funcion renal e inhibe la respuesta inflama-
toria inducida por la I/R renal en el trasplante renal. Estos efectos
parecen estar mediados por el menor estrés oxidativo, la

disminuciéon de citocinas proinflamatorias con un aumento de
los sistemas de autocontrol inflamatorio, la menor interacciéon
leucocito-endotelio y, consecuentemente, una menor infiltracion
neutrofilica y dafio endotelial>>~3".

Estos datos sugieren la posibilidad de utilizar un donador de
NO para trasplante renal con el objetivo de preservar la funcion
del injerto y hacer disminuir la incidencia de fallo del injerto
postrasplante.
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