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RESUMEN

El micofenolato mofetil (MMF) es un inhibidor de la sintesis de las purinas co-
munmente usado como inmunosupresor. Previo al trasplante, el rinén es sometido
a periodos variables de isquemia, resultando en dano tisular por isquemia-reperfu-
sion. Para determinar si la inhibicion de infiltracion celular temprana estan implica-
dos en la evolucion de la IRA isquémica, esta se indujo en ratas Sprague Dawley
por oclusién del pediculo renal izquierdo durante 40 minutos con nefrectomia de-
recha, se le administro MMF (20 mg/kg/dia por gavage) 2 dias previos a la isque-
mia (MMF-pre, n = 15), post-isquemia (MMF-post, n = 15) o vehiculo (control, n = 15).
La creatinina sérica (CS) fue medida diariamente en todos los grupos. Al segundo
dia postisquemia la CS fue significativamente mas baja en el grupo MMF-pre con
respecto al grupo MMF-post y control. El analisis histolégico revelé que el dafio his-
tologico fue (34 + 22 en el MMF-pre vs 54 + 28% MMF-post, p NS). Al quinto dia
las ratas pre-tratadas y post-tratadas con MMF presentaron mayor necrosis tubu-
lointersticial que en el control (17 + 20 vs 33 = 27, en el control 4 = 5%). La in-
filtracion de linfocitos T y monocitos (CD5 y ED 1 respectivamente) fue menor en
animales pre-tratados con MMF, mientras en el grupo post-tratado y control fue
mayor al segundo y quinto dia. Asi, en el intersticio a los 2 dias, las células T CD5
fueron 10 + 4 cel/ mm? en el MMF-post vs 3 + 3 en el MMF-pre (p < 0,01), en el
control 10 + 4. A los 5 dias no hubo diferencias significativas entre los grupos. Las
células ED1 fueron 55 = 40 cel/ mm? en el MMF-post vs 10 = 9 en e MMF-pre, en
el grupo control 64 + 46 (p < 0,05). A los 5 dias se mantuvo menor infiltracion en
el MMF-pre (5 £ 5 cel/ mm?vs 24 + 18 en el MMF-post, grupo control 31 + 33).
Estos resultados sugieren que el tratamiento con MMF previo a la induccién de is-
quemia-reperfusion puede mejorar el dafo renal temprano (2 dias).

Palabras clave: Insuficiencia renal aguda. Inmunosupresion. Sistema inmunita-
rio. Linfocitos T. Micofenolato mofetil.

EFFECT OF MYCOPHENOLATE MOFETIL IN RENAL FAILURE ACUTE
ISCHEMIA IN RATS

SUMMARY

Mycophenolate mofetil (MMF) is a purine synthesis inhibitor commonly used as
immunosupresive agent in transplantation. Kidney grafts undergo more or less pro-
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longed cold ischemia after harvesting which results in variable degrees of ische-
mia reperfusion injury. To determine whether the inhibition of early events of ce-
llular infiltration may influence the severity of damage induced by ischemic acute
renal failure, 45 Sprague Dawley rats were given MMF at a dose of 20 mg/kg/day
(MMF-rats) by gavage 2 days before (pre-MMF group, n = 15) or after (post-MMF
group, n = 15) clamping the left renal artery for 40 minutes followed by rigt-sided
nephrectomy (control group, n = 15) received vehicle. Serum Creatinine (Screat)
was measured daily in all groups. On the 2" post-ischemic day Screat was signi-
ficantly lower (p = 0.001) in pre-MMF group compared with post-MMF group and
control group (4 +/- 2 mg/dl post-MMF group vs 1.7 +/- 1.2 mg/dl pre-MMF
group, control group 5 +/-2, p < 0.05). Kidney biopsies shown that the histologic
damage was 54 +/- 28% in post-MMF group vs 34 +/- 22% in pre-MMF group
and 61 +/- 25% in control group (pre-MMF vs post-MMF, p NS). On the 5" day
post-ischemic, MMF-rats showed more severe tubulointerstitial necrosis (pre-MMF
group: 17 +/- 20%, post-MMF group: 33 +/- 27%) than controls (4 +/- 5%). The
severity of ATN was significantly higher in post-MMF group compared with con-
trols (p = 0.01). Tubulointersticial T-lymphocyte (T CD 5) and monocyte (ED 1)
infiltration evaluated on the 2" post-ischemic day was less intense in group | (T
CD5: 3 +/- 3, ED 1: 10 +/- 9, cel/mm?) compared to post-MMF group (T CD 5:
10 +/- 4, ED 1: 55 +/- 40) and to control group (T CD 5: 10 +/- 4, ED 1: 64
+/- 46). However, on the 5% post-ischemia day, ED 1 infiltration was significantly
higher in post-MMF group (24 +/- 18%) compared to pre-MMF group (5 +/- 5,
p NS) and also in pre-MMF group vs control group (31 +/- 33, p < 0.05). Our
results suggest that MMF given before a renal ischemic insult may reduce the se-
verity of histologic damage resulting from ischemia reperfusion injury.

Key words: Renal failure acute. Immunosupression. Immune system. Lymp-
hocytes T. Mycophenolate mofetil.

INTRODUCCION

La insuficiencia renal aguda (IRA) es una enfer-
medad frecuente con alta morbilidad y mortalidad
que afecta cerca del 5% de los pacientes hospitali-
zados'. Las opciones de tratamiento para la IRA son
limitadas y la mortalidad permanece entre 30 vy
50%?. La injuria renal inducida por isquemia reper-
fusion (I-R) es una de las causas mds comunes de
IRA, esta caracterizada por disminucién de oxigeno
local, alteraciones en el metabolismo celular con
disminucién en los niveles de substrato metabdlico
de ATP y glucosa, inflamacién, generacion de radi-
cales libres, apoptosis y necrosis que resultan en el
deterioro de la célula tubular*®. El dafio renal oca-
sionado por I-R genera una respuesta inflamatoria
que causa dafo del tejido asociado con severo
deterioro de la célula epitelial, con expresion de
moléculas de adhesion, infiltracion leucocitaria y
produccién de citocinas®'!. Dependiendo de la se-
veridad de la isquemia y de la susceptibilidad del
tejido, el dafo isquémico puede resultar en un de-
terioro permanente de la funciéon renal atribuible a

muerte celular; o compromiso transitorio de la fun-
cién por dafio subletal de la célula renal, con la sub-
secuente recuperacion'''3. La isquemia renal con-
lleva a dano de la célula epitelial en el segmento
S3 del tdbulo proximal y el resultado después de la
isquemia depende en gran parte de la regeneracién
de estas células especificas>®'*18. La porcién exter-
na de la médula renal es particularmente suscepti-
ble a la injuria isquémica y es primariamente res-
ponsable de la presentacién clinica y fisiopatologica
de la IRA®18. Algunos investigadores ha sugerido que
las células inflamatorias, particularmente linfocitos,
macréfagos y neutréfilos tienen un rol importante en
la IRA isquémica. Se ha observado la infiltracién de
linfocitos en rifones de humanos posterior a la is-
quemia, asi como la expresion de la molécula de
adhesion ICAM-1, relacionada también con la infil-
tracion de neutrdfilos en el tejido renal isquémi-
CO]4/16’17’]9’20.

Otros autores demostraron que la administracién
de anticuerpo monoclonal anti-ICAM-1 protege de
la IRA isquémica?'?2. Otra via que contribuye a la
injuria de I-R es el componente citotdxico de las cé-
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lulas infiltrantes como macréfagos, linfocitos y neu-
trofilos que involucra las especies reactivas del oxi-
geno y el oxido nitrico, asi la inhibicion de la
sintetasa de d6xido nitrico inducible (iNOS) con oli-
gonucleotidos antisentido protege la célula tu-
bular préximal del dafio isquémico/hipéxico in
vivo?>?4. El trasplante renal involucra que los rifio-
nes son sometidos a isquemia por periodos varia-
bles, resultando en dafio isquémico.

Diferentes protocolos de inmunosupresién han
sido utilizados en trasplante renal con excelentes re-
sultados, aunque la sobrevida del trasplante es im-
precisa. Algunos de esos agentes inmunosupresores
son también nefrotoxicos, tales como la ciclospori-
na Ay el tacrolimus y pueden ocasionar injuria renal
a través de mecanismos no inmunolégicos como is-
quemia, hipertensién o hiperlipidemia. La respuesta
a la injuria renal estd caracterizada por infiltracion
de leucocitos, produccion de citocinas inflamatorias
y deterioro de la funcién renal®*26.

El' micofenolato de mofetil (MMF), un agente in-
munosupresor cominmente usado en pacientes tras-
plantados; es un inhibidor reversible, no competitivo
del inosin 5" monofosfato dehidrogenasa, el cual con-
trola la sintesis de guanosin trifosfato; su mecanismo
de accion es la deplecion de la concentracién intra-
celular de guanosin trifosfato (GTP) y desoxiguanosin
trifosfato (dGTP), lo cual resulta en supresion de la
sintesis de ADN de linfocitos T y B estimulados con
antigenos o mitégenos. No inhibe los eventos tem-
pranos de la activacién de linfocitos incluyendo la
produccién de citocinas. También inhibe la formacion
de anticuerpos y la produccién de moléculas de ad-
hesion en la superficie de la célula. Ha sido utiliza-
do para prolongar la sobrevida del trasplante en mo-
delos animales y en humanos, y para el tratamiento
de enfermedades inflamatorias como artritis reuma-
toidea, también en la nefrectomia 5/6 para reducir la
infiltracion celular en el tubulointersticio, observan-
dose disminucién del dafo renal en la porcion re-
manente de rindn*34. Investigaciones recientes de-
mostraron que el tratamiento con MMF disminuye la
infiltracion intersticial de macroéfagos y linfocitos, asi
como también de miofibroblastos e inhibe la repara-
cion y regeneracion de células del tdbulo proximal y
agrava la disfuncion renal**. Recientemente se repor-
t6 que el tratamiento con MMF dana significativa-
mente la funcién renal y reduce la hipertrofia com-
pensatoria en el rinén remanente, la proliferacion
celular, la infiltracién de miofibroblastos y el dep6si-
to de coldgeno Il en la nefrectomia subtotal en ratas*®.

La recuperacién de la IRA requiere reemplazo o
regeneracion de la célula epitelial tubular. Este pro-
ceso es acompanado de cambios en la expresién de
genes de factores que modulan el crecimiento®”3%.
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Convencionalmente se ha sugerido que el dafio ti-
sular es reparado por proliferacion de células del pa-
rénquima que sobreviven®’.

Dado que se demostré que ratas tratadas con MMF
posterior a la induccién de I-R unilateral y nefrec-
tomia contralateral tienen menor ndmero de tdbulos
normales e incremento de tibulos con necrosis total,
con reduccién de linfocitos y monocitos, el propo-
sito de este trabajo es determinar si la administra-
cion previa de MMF para inhibir eventos tempranos
de infiltracion celular pudieran estar implicados en
la evolucion de IRA isquémica. Con este fin se de-
cidié usar MMF 2 dias previos a la induccion de
[-R para inhibir infiltracién y proliferacién celular.

MATERIALES Y METODOS
Diseiio experimental

Se utilizaron ratas de la cepa Sprague Dawley ma-
chos, de 320 a 400 g. Se trabajé con 3 grupos de
ratas, 2 experimentales (n = 15 en cada grupo) y un
grupo control (n = 15). Ambos grupos experimenta-
les MMF-pre y MMF-post y control mantenidos a
temperatura corporal dentro de rangos fisiolégicos se
les practicé bajo anestesia con ketamine (75 mg/kg
im) y diazepam (5 mg/kg im)*® laparotomia media,
ambos pediculos renales fueron disecados. La is-
quemia fue inducida por oclusién del pediculo renal
izquierdo por 40 minutos con un clam no traumé-
tico, seguido por nefrectomia derecha. Al grupo
MME-pre se le administr6 MMF (Roche. New York.
USA) 48 horas antes de la induccién de la isquemia
y al MMF-post aproximadamente 18 horas después,
a dosis de 20 mg/kg/dia, por gavaje, continuando
hasta el final del experimento (5 dias). Al grupo con-
trol se les administré agua. A todos los animales se
les permiti6 acceso libre a comida y agua. Se les
extrajo sangre diariamente por puncién de la vena
caudal, para la determinacion de creatinina sérica.
Se sacrificaron ratas de cada grupo a los 2 dias y a
los 5 dias posteriores a la induccion de la I-R y se
les extrajo el rifdn para estudio histologico.

Estudios histolégicos
Preparacion del tejido

Se tomaron muestras de 3 mm de tejido renal de
los polos superior e inferior. Una parte fue fijado en
formalina al 10% y Methyl Carnoy’s para estudio de
hematoxilina-eosina y PAS para luego ser incluidas
en parafina, y otra en Tissue Freexing Médium como
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preservador y fueron congeladas en una mezcla de
hielo seco y acetona y conservadas a —70° C, para
estudio inmunohistoldgico.

Tincién con acido periédico de Schiff (PAS) para
muestras en parafina

Las biopsias en parafina fueron sometidas a colo-
racién con Acido Periédico de Schiff o PAS*. Se
examinaron bajo el microscopio de luz entre 200 y
250 tdbulos en cada tejido, con aumento de 60 X
y ocular 10X. Todos los tdbulos en el area cortical
y yuxtaglomerular en cada biopsia fueron examina-
dos y clasificados en términos de porcentaje de area
de las secciones que mostraban dano histologico*.

La severidad de la lesién tubular fue clasificada
de acuerdo al siguiente criterio: Normal o no inju-
ria = tdbulos intactos con célula tubular normal y
conservacion del borde en cepillo. Lesion o dafo de
la célula tubular = perdida del borde en cepillo. Ne-
crosis tubular focal = perdida del borde en cepillo
con detritus intratubular y preservacién de la mem-
brana basal tubular. Necrosis completa = necrosis del
tubulo y ruptura de la membrana basal tubular con
salida de citoplasma®.

Tincién por inmunofluorescencia indirecta con
floresceina para muestras de biopsias congeladas

Los estudios inmunohistolégicos se realizaron en
secciones congeladas de 4 mm de espesor obtenido
de los tejidos renales de las ratas en estudio. Con an-
ticuerpos monoclonales apropiados para infiltracion de
linfocitos (ratén anti CD5 de rata) (Biosource. USA), el
cual se une al antigeno CD5, expresado mayoritaria-
mente en linfocitos T y minoritariamente en una sub-
poblacion de linfocitos B. Un segundo anticuerpo mo-
noclonal rata anti 1gG de ratén conjugado con
fluoresceina es afadido para detectar la reaccion an-
terior. (Accurate Chemical. USA.) La determinacién de
monocitos-macréfagos se fundamenta en la deteccion
del antigeno de monocitos-macréfagos con anticuer-
pos monoclonales, donde el primero (ratén anti-ED-1
de rata) (Biosource. USA) se une al antigeno. Un se-
gundo anticuerpo monoclonal rata anti 1gG de ratén
conjugado con fluoresceina es afiadido para detectar
la reaccion anterior. (Accurate Chemical. USA.)

Determinacion de creatinina

A cada una de las ratas en estudio se les extrajo
0,5 ml de sangre periférica sin anticoagulante, por

puncion de la vena caudal. Se determiné los valo-
res de creatinina sérica basal y diariamente durante
los 5 dias del experimento. La medicién se realizé
por el método de Jaffé*3.

Metodologia estadistica

Los resultados son expresados en promedios y des-
viacién estandar de los grupos estudiados. Los re-
sultados a los 2 y 5 dias se determinaron por la prue-
ba de anova con post-test de Turkey.

RESULTADOS

La administracion de MMF previo a la
isquemia-reperfusion aumenta ligeramente la
creatinina

La induccién de I-R aumenté marcadamente la
creatinina desde el primer dia post-isquemia, siendo
mas acentuada al segundo dia (fig. 1). La creatinina
sérica en el segundo dia fue significativamente menor
en el grupo pre-tratado que en los otros dos grupos
(fig. 1). A los 5 dias la creatinina se normalizé en
todos los grupos (fig. 1).

Es este estudio los cambios determinados por con-
centracién de creatinina sérica, observamos que el
pre-tratamiento con MMF resulta en proteccion fun-
cional de la injuria de I-R donde el grupo pre-trata-
do con MMF mantuvo valores bajos de creatinina
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Fig. 1.—Niveles de creatinina sérica en ratas con IRA isquémica
tratadas con MMF y controles. Ratas del grupo MMF-pre y MMF-
post, recibieron MMF (20 mg/kg/d); 2 dias previos a la induc-
cion de isquemia-reperfusion y 1 dia después respectivamente, las
ratas del grupo control recibieron vehiculo (agua destilada). Los
resultados representan el promedio + la desviacion estindar en
cada dia. *p < 0,01 **p < 0,001. IRA: Insuficiencia renal aguda,
MMF: Micofenolato mofetil.
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desde el primer dia post-isquemia en comparacién
con los grupos post-tratados y controles en los cua-
les la creatinina se elevd desde el inicio, con valo-
res mds altos al segundo dia, alcanzando los 3 gru-
pos valores normales al quinto dia.

Cambios histolégicos en el tejido renal al segundo
y quinto dia posterior a la isquemia-reperfusion

Un ndmero de ratas en el grupo MMF-pre (n = 8),
MMF-post (n = 5) y control (n = 3), fueron sacrifi-
cado para evaluar el tejido renal al segundo dia, y
al quinto dia posterior a la isquemia-reperfusion en
el grupo MMF-pre (n = 7), MMF-post. y control (n
= 9). El dano tubulointersticial estuvo presente en
los 3 grupos de animales siendo mayor en las ratas
no tratadas con MMF a diferencia de las que reci-
bieron MMF donde se observaron menos cambios
histolégicos y menos dafio tubulointersticial. A las
biopsias tomadas al segundo y quinto dia se les de-
terminé infiltracion de linfocitos y macréfagos.

Cuantificacion histoldgica del grado de necrosis
(PAS) al segundo y quinto dia

Se determiné el grado de dafo histolégico por tin-
cion con (PAS). La extension del dano fue evaluado
en términos de porcentajes de area en las secciones
de tejido que mostraban algdn nivel de dafio histo-
[6gico. En la tabla I, se observan los hallazgos his-
tologicos, al segundo dia la necrosis tubular se ob-
servd con tendencia mas acentuada en el grupo
control, donde 61 + 25% de los tdbulos presenta-
ban necrosis (fig. 2). Aunque la necrosis tubular es-
tuvo presente en el grupo MMF-pre 34 + 22 y en el
MMEF-post 54 + 28%, la diferencia no fue estadisti-
camente significativa. Al quinto dia la necrosis tu-
bular fue mas acentuada en el grupo MMF-post, se
observé que las ratas de este grupo presentaban ne-
crosis de la célula epitelial tubular, con detritus in-
tratubular y en algunos casos se observé membrana

basal conservada. Se determiné que la necrosis en
el grupo MMF-post fue 33 + 27 vs 4 + 5% en el
control, la diferencia fue estadisticamente significa-
tiva p < 0,05. En el grupo MMF-pre fue 17 = 20%.
Aun cuando mostré tendencia a disminuir no hubo
diferencias significativas al compararlo con los gru-
pos MMF-post y control.

Infiltracion de linfocitos (CD5) al segundo y
quinto dia posterior a la isquemia-reperfusion

La infiltracién de linfocitos fue demostrada por la
deteccion de la molécula CD5.

La presencia de células CD5 positivas de las ratas
del grupo MMF-post al segundo dia fue de 10 + 4
vs 3 + 3 cel/mm? en el grupo MMF-pre. El trata-
miento previo con MMF redujo la infiltracién. La di-
ferencia fue estadisticamente significativa p < 0,01.
En el grupo control fue de 10 + 4 cel/mm?, al com-
pararlo con el grupo MMF-pre hubo diferencias sig-
nificativas p < 0,05, mientras que con el MMF-post
no mostr6 diferencias estadisticamente significativas
(figs. 3A y 4). La infiltracién de linfocitos CD5 po-
sitivas al quinto dia se observé aumentada en el
grupo control en comparacién al segundo dia. En el
MMEF-pre, el nimero de células CD5 positivas au-
ment6 ligeramente 6 + 5 cel/mm? y en el MMF-post
se observo levemente disminuido 8 + 8 cel/mm?
comparado con el segundo dia. El grupo control au-
mento sustancialmente 19 + 23 cel/mm?. Sin em-
bargo, las diferencias no fueron significativas entre
ambos grupos experimentales y con respecto al
grupo control (fig. 3B).

Infiltracion de monocitos (ED1) al segundo dia
y quinto dia posterior a la isquemia-reperfusion

La presencia de monocitos se demostr6 por la de-
teccién de la molécula ED1. Al segundo dia en el
grupo control hubo mayor nimero de células ED1
positivas 64 + 46 cel/mm? que en las ratas MMF-

Tabla I. Hallazgos histologicos en la célula tubular renal

MMEF-pre MME-post Control
2° dia 5.° dia 2.° dia 5° dia 2.° dia 5.° dia
No injuria % 65,6 + 7,0 82,9 + 20,1 46,0 + 27,7 66,7 + 26,8 40 + 25 96,0 + 5,3
Necrosis focal % 7,5 2,6 7,8 + 6,4 9,0 6,9 16,2 + 11,2 26,0 = 2,0 3,3 +44
Necrosis completa 34,4 + 22 17,2 + 20,3 54,0 + 27,7 33,3 + 26,8* 61 £ 25,0 4,0+ 5,3*

Los Valores expresan promedios + desviacion estandar, n = 3-9 biopsias por grupo, en cada sacrificio. La injuria tubular es expresada como porcentaje
de drea examinada. * Corresponde a la significancia estadistica entre grupos *p < 0,05.
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Fig. 2.—Cambios estructurales en el tubulointersticio renal al
segundo y quinto dia posterior a la isquemia-reperfusion. (A)
La tincién con PAS demostré al segundo dia en el grupo con-
trol necrosis tubulointersticial con dilatacion tubular (flechas)
y dreas de dafno con esclerosis y dilatacion (cabeza de fle-
cha). (B) Al quinto dia en el grupo MMF-post se demostro
necrosis de la célula epitelial tubular con detritus intratubu-
lar. (C) Biopsia al quinto dia en el grupo control muestra una
apariencia normal. Magnificacién: 400X. PAS: Acido per-iodi-
co de Schiff.

Fig. 3.—Linfocitos T CD5 positivos en tubulointersticio renal al
segundo y quinto dia posterior a la isquemia-reperfusion. Biop-
sias de ratas de los tres grupos que fueron sacrificadas al segun-
do dia y quinto dia, se trataron con anticuerpo monoclonal (ratén
anti-CD5 de rata) y luego con un segundo anticuerpo rata anti-
IgG de raton conjugado con fluoresceina. Los valores representan
el promedio + la desviacion estandar de las ratas por grupo, se
evalud células positivas en no menos de 200 campos por rata.
(A) Al segundo dia, se estudiaron biopsias del grupo MMF-pre (n
= 8), MMF-post (n = 5) y Control (n = 3), la diferencia entre los
grupos MMF-pre y MMF-post, MMF-pre y Control fue estadisti-
camente significativa, p < 0.01 y p < 0.05, respectivamente. (B)
Al quinto dia, se estudiaron biopsias de los grupos MMF-pre (n
=7), MMF-post (n = 9) y Control (n = 9), al compararlos no hubo
diferencias significativas.

pre 10 = 9 cel/mm?. La diferencia fue estadistica-
mente significativa, p < 0,05. En el grupo MMEF-post
fue 55 + 40 cel/mm?2. Al comparar los grupos MMF-
pre y MMF-post se observé diferencias significati-
vas, p < 0,05 (figs. 5A y 6). Las diferencias entre el
grupo control y el MMF-post no fueron significati-
vas.
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Fig. 4.—Infiltracién de linfocitos T CD5 positivos al segundo dia
en los grupos MMF-pre y MMF-post y control. (A) Biopsias tra-
tadas con anticuerpo monoclonal anti CD5 y un segundo anti-
cuerpo marcado con fluoresceina demostré disminucion de la in-
filtracion de linfocitos al segundo dia en el grupo pre-tratado con
MMEF. (B) Biopsia al segundo dia en el grupo post-tratado con
MMF y (C) Grupo control muestran mayor infiltracion de linfoci-
tos. Magnificacion: 400X. MMF: Micofenolato mofetil.
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A los 5 dias, el nimero de células ED1 positivas
se observd disminuido en comparacién con el se-
gundo dia. La infiltracién de células ED1 persistio
mas elevada en el grupo control 31 + 33 y en el
grupo MMF-post 24 + 18 cel/mm?, en el MMF-pre
5 = 5 cel/mm?2. Al compararlos no hubo diferencias
entre los grupos (fig. 5B).
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Fig. 5.—Monocitos ED1 positivos en tubulointersticio renal al
segundo dia posterior a la isquemia-reperfusién. Biopsias de
ratas de los tres grupos que fueron sacrificadas al segundo dia
y quinto dia, se trataron con anticuerpo monoclonal (ratén anti-
CD5 de rata) y luego con un segundo anticuerpo rata anti-IgG
de raton conjugado con fluoresceina. Los valores representan el
promedio + la desviacion estandar de las ratas por grupo, se
evalué células positivas en no menos de 200 campos por rata.
(A) Al segundo dia, se estudiaron biopsias del grupo MMF-pre
(n =8), MMF-post (n =5) y Control (n = 3), la diferencia entre
los grupos MMF-pre y MMF-post, MMF-pre y Control fue esta-
disticamente significativa, p < 0,05. (B) Al quinto dia, se estu-
diaron biopsias de los tres grupos MMF-pre, (n = 7) MMF-post
y Control (n =9) en cada grupo. Al compararlos no hubo dife-
rencias significativas.
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DISCUSION

La injuria por isquemia-reperfusién es causa
comun de disfuncién renal en pacientes trasplanta-
dos y representa un factor de riesgo adicional para
el desarrollo de insuficiencia renal aguda?#4. Los
rifones, que normalmente son muy perfundidos,
son particularmente vulnerables al deterioro por hi-
poperfusién o isquemia®. La injuria de isquemia-
reperfusion genera una respuesta inflamatoria que
causa dano al tejido renal, asociado con severo de-
terioro de la célula epitelial, activacion del endo-
telio, activacién de proteasas, produccién de cito-
cinas y expresion de moléculas de adhesién con
subsecuente infiltracion de leucocitos en el ri-
Aén3 91!, La recuperacién celular después de la IRA
es la Gnica via para mejorar el dafo, siendo los me-
canismos que median esta recuperacién, complejos
y aun poco entendidos®. El modelo de IRA indu-
cido en ratas por injuria de I-R ha sido reciente-
mente usado para evaluar sus efectos sobre rifidn,
demostrandose que estd asociado a dafo renal®#°.
Existe evidencia del retardo en la recuperacion fun-
cional y estructural de la isquemia renal pos-tras-
plante, en comparacién con la insuficiencia renal
aguda de etiologia diferente, lo cual ha sido rela-
cionado con el uso de drogas inmunosupreso-
ras’4647 Las drogas inmunosupresoras mas frecuen-
temente usados en trasplante renal son los inhibidores
de la calcineurina entre los cuales estan la ciclos-
porina Ay el tacrolimus, los cuales estan asociados
con efectos adversos, especialmente nefrotoxici-
dad*®. También el MMF, un inhibidor reversible, no
competitivo de la sintesis de novo de las purinas,
con minima nefrotoxicidad, suprime la proliferacion
de linfocitos T, linfocitos B y monocitos249°0, El
MMF ha sido usado en modelos de IRA isquémico
inducido en ratas para evaluar sus efectos sobre
rifnén, demostrandose que disminuye la prolifera-
ciéon de la célula tubular®. Previamente hemos re-
portado que el MMF administrado posterior a la in-
duccién de I-R agrava el dafio renal, sin embargo,
existen diferencias entre ambos modelos, en el pri-
mero, la induccion de isquemia fue en ambos ri-
fiones durante 45 minutos, en el presente trabajo,
la isquemia renal fue durante 40 minutos y solo en
el rifidn izquierdo, posteriormente se realizé ne-
frectomia contralateral, probablemente la induccién
de isquemia durante mayor periodo de tiempo, po-
drian explicar mayor dafio en el grupo post-tratado
con MMF reportado previamente®'. En el presente
estudio se planted la administracién previa de MMF
para inhibir los efectos tempranos de infiltracién ce-
lular y evaluar su implicacién en la evolucién de
la IRA isquémica.

Fig. 6.—Infiltraciéon de monocitos ED1 positivos al segundo dia en
el grupo control y pretratado con MMF. (A) Biopsias tratadas con
anticuerpo monoclonal anti ED1 y un segundo anticuerpo mar-
cado con fluoresceina demostré mayor infiltracion de monocitos
al segundo dia en el grupo control. (B) Al segundo dia en el grupo
pretratado con MMF se observa disminucion de la infiltracion de
monocitos. Magnificacion: 400X. MMF: micofenolato mofetil.

Recientemente algunos investigadores reportaron
en un modelo de I-R en ratas con nefrectomia con-
tralateral, tratadas con MMF posterior a la isquemia,
que la recuperacién funcional de la isquemia no se
vio afectada por el MMF3. Esta caracteristica coin-
cide con lo observado en este estudio, donde a los
2 dias posteriores a la I-R la creatinina en el grupo
post-tratado y control son similares, llegando a ni-
veles normales a los 5 dias. La diferencia con nues-
tro modelo esta dada por la administraciéon previa
de MMF 48 horas antes de la induccion de la I-R,
en este grupo la creatinina se observo significativa-
mente disminuida a los 2 dias en comparacién con
el post-tratado y control. Similares resultados fueron
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reportados en estudios previos donde en isquemia
bilateral en ratas pre-tratadas con MMF 2 dias pre-
vios a la isquemia, observaron proteccién funcional
de la injuria de I-R renal a los 2 dias, lo que apoya
el efecto citoprotector del MMF por disminucion de
los cambios hemodinamicos y de la funcién tubu-
lar*6. Estudios en modelos de I-R sugieren que la in-
filtracion de leucocitos en el rindn esta relacionada
con el dafno en el tejido, muchos de los cuales se-
fialan a los neutrdfilos, linfocitos y macréfagos como
mediadores importantes de este proceso reportan-
dose cambios significativos en el infiltrado celular
en esta patologia'®4152. Se ha comunicado que los
leucocitos mononucleares comienzan a aparecer en
el intersticio renal tan pronto como ocurre la IRA is-
quémica'®. Previamente se ha sugerido que el MMF
no protege directamente contra la injuria isquémica
en modelos de ratas, pero interfiere a través de la
reduccion en la expresion de genes de RANTES, im-
portante en la quimiotaxis de macréfagos y células
T, v de un factor inflamatorio asociado a macrofa-
gos, por lo cual hay reduccion en el dafio renal, en-
fatizando la contribucién de la infiltracion de leu-
cocitos en el dafo renal en el modelo de I-R*. Esto
podria explicar los resultados de nuestro estudio
donde la mayor infiltracion de macréfagos a los 2
dias se observé en el grupo control, coincidiendo
con mayor dafio histolégico traducido en necrosis.
Los 2 grupos tratados con MMF, presentaron menor
infiltracion de macréfagos con menor necrosis, sien-
do el grupo pre-tratado con MMF donde se eviden-
cié menor grado de lesién tubular asociado a menor
infiltracion de macréfagos. Previamente se ha re-
portado que el MMF disminuye la proliferacién ini-
cial de la célula tubular y consecuentemente dis-
minuye la regeneracion tubular’. Otros autores
reportaron observaciones similares de efectos adver-
sos del MMF sobre el crecimiento celular y la libe-
racion de citocinas de la célula epitelial tubular®3.
Lo que podria estar relacionado con los resultados
de nuestro modelo a los 5 dias posterior a la is-
quemia donde observamos minima necrosis tubular
en el grupo control a diferencia de los grupos tra-
tados con MMF que mostraron mayor necrosis, sien-
do mas elevada en el grupo post-tratado. Las dife-
rencias observadas en el grado de necrosis a los 5
dias entre ambos grupos tratados con MMF, donde
el grupo pre-tratado presenta menor dano histolégi-
co, hace suponer que el MMF administrado previo
a la induccion de I-R, ademas de inhibir la prolife-
racion inicial de la célula tubular y por lo tanto su
regeneracion, inhibe la infiltracién temprana de cé-
lulas, ya que el MMF bloquea la expresion de mo-
léculas de adhesién en el endotelio vascular, ne-
cesarias para iniciar la migracién de las células
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inflamatorias, lo que explica también la menor in-
filtracion de macrofagos y linfocitos en este grupo,
mientras que en grupo post-tratado la administracion
de MMF no fue antes de las 18 horas posterior a la
isquemia, lo cual puede explicar el mayor dafio ti-
sular y mayor niimero de macréfagos y linfocitos in-
filtrantes en este grupo. Es decir, el MMF afecta en
forma diferente la IRA y la lesién de I-R segin el
tiempo en el cual evaluemos la funcién renal. Po-
driamos explicarlo de la siguiente manera: El MMF
inhibe la migracion de células al rifidn asi como la
proliferacién de las mismas e incluso de las propias
células renales, estas células pueden ser, tanto las
nocivas que migran en etapa inicial y causan dafio
como neutrdfilos, o las que migran y proliferan pos-
terior al dafo y tienen funciones regenerativas, es
por eso, que los animales tratados con MMF tienen
menos dafio al inicio (menor infiltracion de agreso-
res) pero igualmente menos regeneracién a los 5 dias
post-isquemia (menor infiltracion de regeneradoras),
ocurriendo exactamente lo opuesto en el grupo con-
trol. Investigaciones previas han sugerido que el te-
jido danado es reparado por proliferacion de las cé-
lulas del parénquima que sobreviven®®. En el rifidn,
el origen de la regeneracién celular que aparece des-
pués de la injuria renal no esta bien establecido. No
se conoce si en el rindn adulto existen células plu-
ripotenciales stem cell que tienen el potencial de di-
ferenciarse en células epiteliales renales®*. Resulta
interesante la observacion del efecto adverso del
MMEF sobre el crecimiento de la célula epitelial®
asumiendo el hecho que el MMF es considerado un
agente antiproliferativo selectivo de linfocitos, debi-
do a la potente inhibicion de la sintesis de novo de
5’guanosintrifosfato deshidrogena necesaria para su
sintesis®. Aparentemente existe la posibilidad que el
MMEF afecte células con alta actividad y capacidad
proliferativa semejante a la observada en la célula
epitelial tubular y en células del mdsculo liso en
ratas con aloinjerto de aorta, inhibida por MMF®.
Estos hallazgos corroboran la no exclusividad de la
accioén antiproliferativa del MMF sobre los linfocitos.
Estudios previos demostraron que el trasplante de cé-
lulas progenitoras hematopoyéticas (HSC) o stem cell
pueden contribuir a la regeneracién tubular renal
después de la injuria de isquemia-reperfusion. Estas
investigaciones demostraron que HSC de raton pue-
den integrarse dentro de rifones en regeneracion y
que esta integraciéon aumenta después de la injuria
de isquemia-reperfusién, observandose disminucion
en la expresion del marcador comin leucocitario CD
45,2 y aumentando la expresién de marcadores de
células renales, demostrando que las HSC pueden
diferenciarse en células tubular renal durante la re-
generacion posterior a la injuria de isquemia-reper-
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fusion en un modelo murido®”. Resulta interesante
suponer la posibilidad de un mecanismo de dano
mediado por el MMF al actuar sobre la integracion
de estas células progenitoras al tejido renal e inhi-
biendo su proliferacién y diferenciacion en células
epitelial tubular renal.

En conclusién, en este trabajo se corrobora que el
MMF dado después de la induccién de isquemia-re-
perfusién, no modifica el dafio renal y que el trata-
miento previo con MMF mejora el dafio renal tem-
prano (dos dias).
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