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Resumen

El trasplante de rifidn es el tratamiento de eleccién para los pacientes que presentan enfermedad
renal terminal. En el trasplante renal el rechazo se caracteriza por el dafio de la membrana basal glo-
merular, con proteinuria y falla progresiva del injerto?. La condicién renal luego del trasplante adopta
dos formas: (1) rechazo celular agudo (ACR — del inglés: acute celular rejection], en la que los linfo-
citos T citotdxicos y otras células inflamatorias invaden el parénquima renal; y (2] rechazo mediado
por anticuerpos, que se define por la presencia de anticuerpos especificos del donante, la evidencia
morfolégica de lesién aguda y la evidencia histoldgica de un proceso mediado por anticuerpos?. Las
terapias requeridas para prevenir el rechazo mediado por linfocitos T consisten en modificar el camino
de la IL-2 y la pérdida de los linfocitos. Se esta trabajando en el descubrimiento de nuevas drogas
que actlen sobre los anticuerpos anti-injerto, sus mecanismos de accién y el tratamiento del rechazo
mediado por los mismos. La enfermedad renal aguda es una condicién comuin y devastadora asociada
con una morbilidad significativa y mortalidad. Los esfuerzos para identificar marcadores de la enfer-
medad renal han sido multiples, pero un sélo marcador no es suficiente para realizar el diagnéstico >4,
Se ha descripto la participacién de los microARNs en la enfermedad renal aguda, asi como en el desa-
rrollo de antagomirs y microARNs miméticos para producir la inhibicién de los ARNm que participan en
el dafo. Con el objeto de solucionar el problema de la escasez de érganos se han desarrollado varias
estrategias de tratamiento. Numerosos investigadores estan trabajando en el campo de los érganos
bioartificiales para realizar trasplantes, asi como para evaluar la toxicidad y eficacia de ciertas drogas.
El método para desarrollar tejidos bioartificiales implica la descelularizacién de los érganos diana, la
recelularizacién con tipos celulares apropiados, y la maduracién del neo-6rgano en un biorreactor fi-
siolégicamente apropiado >*0.Los érganos descelularizados producen un andamio de la matriz extra-
celular en la que las células pueden adherirse y formar tejido funcional. Varias fuentes de células se
utilizan actualmente para repoblar andamios acelulares, sin embargo, todos tienen limitaciones. Las
células madre pluripotentes derivadas de los pacientes son muy prometedoras para la ingenieria de
tejidos y 6rganos, cuando las células maduras pueden ser dirigidas de una manera fiable y segura. Los
andamios celulares se cultivan en condiciones biomiméticas “in vitro”. Los érganos pueden ser im-
plantados aprovechando la capacidad regenerativa del receptor. Los recientes avances en la bicinge-
nierfa de érganos plantean la esperanza de que se pueda superar la escasez de donantes de 6rganos
y eliminar la necesidad de inmunosupresién de por vida. Sin embargo, siguen existiendo problemas
importantes en la generacién de érganos bioartificiales y numerosos grupos de investigacién estan
llevando a cabo experimentos para solucionarlos . Es dificil pronosticar el universo de pacientes po-
tenciales que podrian beneficiarse con la generacién de estos érganos.

Abstract

Kidney transplantation is the treatment of choice for patients with end-stage renal disease. Renal
transplant rejection is characterized by damage to the glomerular basement membrane with protein-
uria and progressive graft failure L. The condition of the kidney after transplantation takes two forms:
(1) acute cellular rejection (ACR), in which cytotoxic T lymphocytes and other inflammatory cells in-
vade the renal parenchyma; and (2] antibody-mediated rejection, which is defined by the presence
of specific donor antibody, the morphological evidence of acute injury and histological evidence of an
antibodies mediated process?. Therapies required to prevent T lymphocytes mediated ejection involve
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modifying the IL-2 pathway and the loss of lymphocytes. Researchers are searching for new drugs and
antibodies that act on the anti-graft effect, its mechanisms of action and treatment of antibody-medi-
ated rejection. Acute kidney injury is a common and devastating condition associated with significant
morbidity and mortality. Multiple efforts have been made to identify biomarkers to aid in early diagno-
sis of acute kidney injury but a single biomarker may not be enough for diagnosis 3*. The involvement
of microRNAs in acute kidney injury as well as the development of mimetic micro-RNA and antagomirs
to inhibit the mRNAs involved in the damage have been described. To solve the problem of organ avail-
ability, researchers have developed various treatment strategies. Many groups are working in the field
of bioartificial organs for transplantation and evaluating the toxicity and efficacy of drugs. The method
of developing bioartificial tissue involves decellularization of the target organs, recellularization with
appropriate cell types, and maturation of the neo-organ in a physiologically appropriate bioreactor >0,
Decellularized organs produce a scaffold of extracellular matrix in which the cells can adhere and form
functional tissue. Several sources of cells are currently used to repopulate acellular scaffold; however,
all have limitations. Pluripotent stem cells derived from patients are very promising for tissue and or-
gan engineering, when mature cells can be reliably and safely directed. Cellularized scaffolds are cul-
tured inin vitro biomimetic conditions. The organs can be implanted taking advantage of the regenera-
tive capacity of the receiver. Recent advances in bioengineering organ raise hopes that it is possible to
overcome donors availability and eliminate the need for lifelong immunosuppression. However, there
are still major problems in the generation of bioartificial organs and numerous research groups are
conducting experiments to solve them 1. It is difficult to predict the universe of potential patients who
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could benefit from the generation of these organs.

Incompatibilidad por grupo sanguineo y antigenos
leucocitarios humanos.

Los antigenos sanguineos mas importantes consisten en
aquellos de grupo A, By 0. Estos antigenos se encuentran en
muchas células, incluyendo eritrocitos, plaquetas y células
endoteliales de todos los érganos vasculares. Los humanos
presentan anticuerpos naturales contra los antigenos A y/o
B que ellos no poseen. El grupo sanguineo A presenta los an-
tigenos Al y A2, siendo la expresion de A2 menor a la de A1,
aunque el porcentaje depende del grupo étnico. Los rifiones
A2 tienen menor probabilidad de desarrollar rechazo agudo
mediado por anticuerpos (AMR] en presencia de anticuerpos
A2. Los receptores no-A que reciben rifiones de donantes A2
pueden aceptar el trasplante sin preacondicionamiento. Los
anticuerpos contra grupos sanguineos Ay B son ischemaglu-
tininas porque reaccionan con el antigeno Ay el antigeno B en
los glébulos rojos e inducen la aglutinacién. Los anticuerpos
anti-ABO son del tipo IgM o IgG. Estos anticuerpos son fabrica-
dos durante el desarrollo del sistema inmune contra epitopes
de reaccién cruzada sobre la pared celular de las bacterias del
intestino y su titulo se incrementa con la edad'®13,

En los trasplantes se deben considerar, también, los an-
ticuerpos anti-antigenos leucocitarios humanos del com-
plejo mayor de histocompatibilidad (HLA) preformados y
los anticuerpos HLA especificos del donante que se pueden
desarrollar “de novo” después del trasplante>**°, Los anti-
cuerpos HLA pueden jugar un papel importante en el AMR.

Se han desarrollado varias estrategias de desensibiliza-
cién para eliminar ciertas barreras inmunolégicas como la
incompatibilidad por presencia de anticuerpos especificos

del dador y los de grupo sanguineo ABO. Los antigenos de
grupo sanguineo son polisacaridos que no requieren la sen-
sibilizacién de las células T en la induccién de la produccién
de los anticuerpos por los linfocitos B2C.

Los anticuerpos dirigidos contra el receptor de angio-
tensina resultan de particular interés. Fueron observados
como una causa de rechazo agudo mediado por anticuerpos
(AAMR], asociada con hipertension severa. También tie-
nen un rol en el rechazo crénico mediado por anticuerpos
(CAMRY], y su presencia ha sido asociada con pérdida del in-
jerto, independientemente de los anticuerpos HLA 2122,

Los anticuerpos especificos del donante pueden desaparecer
después del trasplante. Esto ha sido observado en trasplantes con
anticuerpos HLAincompatibles y ABQ incompatibles®32°,

Los trasplantes ABO-incompatibles (ABOi] difieren de los
trasplantes HLA incompatibles (HLAi] en que el CAMR no es
atribuible a los anticuerpos ABO. Las biopsias a las que se
le practica tinciéon de CD4d sobre la membrana basal peri-
tubular sugieren que existe cierto grado de inflamacién. La
deposicion de CD4d es un signo de CAMR. Cuando se infor-
ma CAMR en injertos ABOj, se piensa en la presencia de an-
ticuerpos HLA.

En trasplantes HLAI, los anticuerpos HLA especificos del
donante pueden estar presentes por muchos afos previos
al trasplante, luego del mismo, un monitoreo de sus niveles
puede indicar un aumento o una disminucion.

La produccién de nuevos anticuerpos es inicialmente de clase
lgM y los anticuerpos HLA especificos del donante se han asociado
con AMMR en ausencia de anticuerpos IgG equivalentes® y reporta-

dos enla produccién de anticuerpos HLA de novo?'.
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Los anticuerpos HLA de la clase IgA pueden presentarse
frecuentemente, pero su significado ain no ha sido com-
prendido?®. La produccién de anticuerpos IgG puede ser del
tipo I1gG3, luego IgG1 y finalmente I1gG4. Se ha observado
una mayor incidencia de la subclase IgG4 previa al trasplan-
te y la subsecuente AMR y sobrevida del injerto?’.

Eltrasplante renal de donante vivo, incompatible con el gru-
po ABO (ABOi KT) es otra estrategia para expandir la disponibi-
lidad de érganos y disminuir los largos tiempos de espera del
trasplante renal de donante cadavérico?®3C. Los anticuerpos
anti-ABO son producidos principalmente por células B1 extra-
foliculares en contraste con los anticuerpos anti-péptidos,
que son producidos por las células B-2. Sin embargo, las po-
blaciones de células B especificas anti-ABO adn no han sido
establecidas. Por otro lado, la respuesta anti-ABO se considera
cladsicamente como una respuesta IgM independiente de las
células T; sin embargo, estudios recientes sugieren que tam-
bién juegan un rol las células NK o las células T en la respuesta
de anticuerpos anti-AB03! y demuestran que la respuesta IgG
anti-ABO fue mas importante que la respuesta de IgM en AMR
después del ABOi KT*2. EI AMR se diagnostica después del ABQi
KT sobre la base de evidencias morfoldgicas, inmunohistoldgi-
cas y serolégicas con al menos un hallazgo de una de estas 3
categorias3-°. Los cambios morfolégicos incluyen la infiltra-
cién leucocitaria en capilares peritubulares y/o glomérulos, la
necrosis fibrinoide arterial, la trombosis glomerular y la injuria
tubular aguda. Los cambios inmunohistolégicos involucran la
deposicién de C4d en capilares peritubulares y la deposicién
de inmunoglobulina y/o complemento en la necrosis fibrinoide
arterial. Se deben encontrar en el momento de la biopsia anti-
cuerpos especificos del donante circulantes. Sin embargo, la
deposicion de C4d sin otra evidencia de AMR en la biopsia es
observada en un alto porcentaje en pacientes ABOi KT3639, Un
protocolo de estudio de biopsia demostré que no hay diferen-
cias en la incidencia de AMR o la glomerulopatia del trasplante
de acuerdo con la positividad de C4d®.

Cuando el nivel de creatinina sérica es elevado, en re-
lacién al valor basal, se sospecha clinicamente que existe
AMR. Los anticuerpos naturales e inducidos anti-ABO pue-
den causar AMR en ABOi KT y pueden manifestar un CAMRAC,

La acomodacién se refiere a la resistencia de un injerto
al AMR, m3s alla de la presencia de niveles significativos de
anticuerpos anti-AB0 y la deposicién de C4d. La acomodacion
difiere de la tolerancia en la ausencia de anticuerpos especi-
ficos del donante y anticuerpos anti-ABO. Varios estudios tra-
tan de explicar su mecanismo de accién, los cuales incluyen
cambios en la funcién de los anticuerpos especificos del do-
nante, cambios en el antigeno, resistencia adquirida al aloin-
jerto através de la expresién de genes anti-apoptéticos, tales
como el de la hemo-oxigenasa-1, A20, bcl-2 y bcl-xL; expre-
sién de proteinas regulatorias de complemento tales como
CD45, CD55 y CD59 e inactivacion de la quinasa-1/2 regulada
por la sefial extracelular*'**>, En SMAD, la proteina tirosin qui-
nasa, el factor de necrosis tumoral-o y la mucina 1 tendrian
un rol en el fenémeno de acomodacién?®,

Mecanismos de accién de los anticuerpos monoclo-
nales inmunosupresores

En 1980 Alexandre y colaboradores introdujeron un pro-
tocolo de desensibilizacién efectivo, basado en plasmafé-
resis y esplenectomia, para prevenir el rechazo hiperagudo
producido por los anticuerpos ABQ“®.

Los agentes terapéuticos que tienen como blanco la fun-
cionalidad de los linfocitos T pueden ser clasificados como
aquellos que inhiben la sefial 1: la interaccién del complejo
receptor de linfocitos T (TCR] con la células presentadoras de
antigeno (CPAJ, la activacion intracelular resultante y aque-
llos que inhiben la sefal 2, sefal coestimulatoria provista por
la interaccién entre linfocitos T y la CPA, la que conduce a la
activacion completa de los linfocitos T. También existen agen-
tes que inhiben la activacion y la proliferacion (sefal 3).

Los anticuerpos monoclonales se usan en regimenes
inmunosupresores, tanto para prevenir el rechazo como
para tratar los episodios del mismo. La esplenectomia fue
reemplazada por el rituximab, que es un anticuerpo mono-
clonal que se une al CD20 sobre los linfocitos B inmaduros
y maduros induciendo la apoptosis por el mecanismo de la
citotoxicidad celular, dependiente de anticuerpos o directa-
mente por mecanismos apoptéticos. Sin embargo, el rituxi-
mab no puede inducir la apoptosis de algunos linfocitos B de
memoria y células plasmaticas. La deplecién de linfocitos
B con rituximab puede prevenir el desarrollo de linfocitos B
maduros en células plasmaticas productoras de anticuer-
pos, reducir la produccién de anticuerpos aloreactivos y
atenuar la respuesta de linfocitos T reduciendo la presenta-
cion de antigeno por linfocitos B y la coestimulacién®’. Los
anticuerpos monoclonales rituximab y alemtuzumab (anti-
CD52) son ambos capaces de eliminar a los linfocitos B*8-°C,

El rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico mu-
rino y humano, obtenido por ingenieria genética. Es una in-
munoglobulina (Ig] glicosilada constituida por las regiones
constantes de las inmunoglobulinas de clase G y subclase
1 (Ig61) humanas y las secuencias de la region variable de
las cadenas ligeras y pesadas murinas. Este anticuerpo se
produce a partir de un cultivo en suspensién de células de
mamifero (células de ovario de hdmster chino), se purifica
mediante cromatografia de afinidad y de intercambio i6ni-
co, mas procedimientos especificos de inactivacién y de
eliminacion de virus. El rituximab se une especificamente al
antigeno CD20, una fosfoproteina transmembrana no glico-
silada que se expresa en los linfocitos pre-B y B maduros.
El antigeno CD20 se expresa tanto en linfocitos B normales
como en células tumorales, pero no en las células madre
hematopoyéticas, linfocitos pro-B y las células plasmaticas
normales ni en otros tejidos normales. Este antigeno no se
internaliza tras la unién del anticuerpo ni se elimina de la
superficie celular. El rituximab puede afectar macréfagos y
células NK a través de la unién del receptor Fc. La deplecién
de los linfocitos B por rituximab ocurre de 1-3 dias después
de la administracion y persiste por 2 afios®?.

El alemtuzumab es un anticuerpo monoclonal que se
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emplea en protocolos terapéuticos de trasplante de médu-
la 6sea y trasplante de rifidn. Actda sobre la proteina CD52
que se encuentra en la superficie de los linfocitos, pero no
en las células de la médula ésea de las que se originan los
linfocitos maduros.

El muromonab (OKT3) fue el primer anticuerpo monoclo-
nal de origen murino del tipo IgG2a utilizado en pacientes
transplantados, creado mediante la tecnologia del empleo
de hibridomas y utilizado en trasplantes renales, cardiacos
y hepaticos. Reconoce la molécula CD3 que se encuentra en
la superficie de los linfocitos T, pero presenta efectos adver-
sos relacionados con la mitogenicidad asociada con la fuen-
te murina, por lo que ha salido del mercado farmacéutico.

El basiliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico mu-
rino/humano, producido por tecnologia de ADN-recombinante,
que actda como inmunosupresor al fijarse especificamente a
la cadena alfa del receptor para la interleukina 2 (también co-
nocido como antigeno CD25), con altaKa=1x 10 M1y por
lo tanto, inhibiendo la unién de la IL-2. El basiliximab es una gli-
coproteina obtenida por cultivo de unalinea celular de mieloma
murino, modificada genéticamente para expresar plasmidos,
que contiene los genes humanos de las cadenas constantes li-
vianas y pesadas y los genes de las cadenas variables livianas
y pesadas que codifican el anticuerpo RFT5, el que actda como
ligando selectivo para el receptor para la IL-2. El basiliximab
esta dirigido especificamente contra el receptor a IL-2, que se
expresa en la superficie de los linfocitos T activados. Esta unién
inhibe la activacion de los linfocitos, mediada por la interleu-
quina; un mecanismo critico en la respuesta inmune, que tiene
lugar en el rechazo de los trasplantes.

El eculizumab es un anticuerpo monoclonal dirigido con-
tra la proteina C5 del complemento. Previene la ruptura de
C5a C5ayC5b y porlo tanto la formacion del poro litico en
la membrana. Es utilizado en el tratamiento de la AMR®2>%,

El belatacept es una proteina de fusién que consiste en
el dominio extracelular modificado de CTLA-4, fusionado a la
regién bisagra en los dominios CH2 y CH3 del fragmento Fc
de lalgG1 humana. Es producido mediante técnicas de ADN
recombinante en un cultivo celular de mamifero. Presenta
dos substituciones: leucina 104 por 4cido glutamico y ala-
nina 29 por tirosina en la region de unidn al ligando de CTLA-
4. Como resultado de estas modificaciones el belatacept se
une con mayor afinidad que la molécula principal de la que
procede (la CTLA4-Ig) a CD80 y CD86.

Otros agentes inmunosupresores empleados en
trasplantes

El tacrolimus es un macrélido con un anillo de lactona de
23 miembros, descubierto en 1984 del caldo de fermenta-
cién de una muestra de suelo japonés que contenia la bac-
teria Streptomycestsu kubaensis. Este inhibe la formacién
de linfocitos citotéxicos, que son los principales responsa-
bles del rechazo del implante y la activacién de los linfoci-
tos T, la proliferacién de los linfocitos B dependiente de los
linfocitos T auxiliares, asi como la formacién de linfoquinas.

Se emplea en la profilaxis del rechazo del trasplante en
receptores de aloinjertos hepaticos, renales o cardiacos y
en el tratamiento del rechazo de aloinjertos resistente a tra-
tamientos con otros medicamentos inmunosupresores.

El micofenolato bloquea la sintesis “de novo” de los nu-
cleétidos de purina mediante la inhibicién de la enzima ino-
sinamonofosfato deshidrogenasa. Esta enzima tiene una
importancia vital en la sintesis “de novo” de las purinas y
es un factor limitante en la conversion de inosinamonofos-
fato a guanosinamonofosfato. Esta Gltima es un importante
intermediario en la sintesis del ADN, ARN, protefnas y glico-
proteinas. A diferencia de otras células que pueden utilizar
guanosinamonofosfato procedente del catabolismo, los
linfocitos necesitan sintetizarlo “de novo”. El 4cido micofe-
nélico impide la proliferacién de linfocitos y la formacién de
moléculas de adhesién en respuesta a un estimulo antigéni-
co o mitogénico. Las moléculas de adhesién se encuentran
en la superficie de los linfocitos T activados. En la practica
médica las sustancias que se administran son micofenola-
to de sodio o micofenolatomofetilo (profarmaco], las cua-
les liberan acido micofendlico que es la sustancia activa.
En comparacién con otros farmacos inmunosupresores, el
micofenolatomofetilo presenta la ventaja de bloquear las
respuestas secundarias de los anticuerpos, moduladas por
los linfocitos B de memoria. Ademas, a diferencia de la aza-
tioprina y del metotrexato, que tienen un efecto no selectivo
sobre la sintesis del ADN en todo tipo de células, el micofe-
nolatomofetilo actia solamente sobre la proliferacién de
los linfocitos. Por otra parte, el micofenolatomofetilo no se
incorpora al ADN y, por tanto, no causa la rotura de los cro-
mosomas. Finalmente, inhibe la proliferacién de lineas celu-
lares derivadas de los linfocitos B humanos transformados
por el virus de Epstein-Barr. En resumen, todas estas pro-
piedades permiten explicar que el micofenolatomofetilo es
uninmunosupresor tan potente como la azatioprina cuando
se utiliza en combinacién con ciclosporina y corticoides.

Desafortunadamente, la inmunosupresién aumenta la
susceptibilidad del receptor a infecciones oportunistas y
neoplasmas. La incidencia de cancer se incrementa tanto
como 100 veces, en los receptores de trasplante que han
sido inmunosuprimidos durante mucho tiempo. Canceres
comunes en estos pacientes incluyen carcinoma de células
escamosas de la piel, adenocarcinoma de colon, de pulmén
y linfoma.

Los medicamentos inmunosupresores (por ejemplo, ci-
closporina) también reducen las reacciones injerto contra
huésped. Aunque estos farmacos inhiben la reaccién del
injerto, la tolerancia al injerto de tejido no se produce. Por
lo tanto, la mayoria de los pacientes deben tomar estos
medicamentos durante toda su vida. La azatioprina es un
profarmaco, emparentado con la 6 mercaptopurina. Ambas
se suelen denominar conjuntamente tiopurinas, y se usan
preferentemente en el tratamiento de enfermedades en las
que el sistemainmune estd activado de manera equivocada,
por lo que es necesario modularlo. Algunos ejemplos son la
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enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, la hepatitis autoin-
mune, la esclerosis multiple y otras enfermedades. En afios
anteriores, fue un medicamento basico en los trasplantes
de érganos, asociado a esteroides u otros agentes. En la ac-
tualidad, se emplea menos en esta indicacién, pero aun es
importante. Fue la primera medicacién que se mostrd efecti-
va paraelaumento de la supervivencia enlos trasplantes de
rifdn, corazén e higado. La azatioprina es un inhibidor de la
sintesis de ADN y del crecimiento de los linfocitos T.

Laciclosporinaimpide laactivacién deloslinfocitos T median-
telainhibicién de la sintesis de interleucina 2 (IL-2] y el receptor
deIL-2. Lo hace por medio de lainhibicién de la calcineurina, una
serina fosfatasa implicada en la activacién de la transcripcion
de los genes para IL-2 y el receptor de IL-2. La ciclosporina es
bien tolerada y es un éxito notable en la prevencidn del rechazo
de trasplantes. La ciclosporina y el tacrolimus tienen el mismo
modo de accidn si bien el tacrolimus es mds inmunosupresor,
causa mas efectos secundarios. El tacrolimus, ademads, inhibe
la produccién de IL-2.

Larapamicina o sirolimus también inhibe la transduccién
de sefiales, pero en un sitio diferente al de la ciclosporina y
del tacrolimus.

Adiferencia de su similar, el tacrolimus, el sirolimus no es
un inhibidor de la calcineurina. Sin embargo, tiene un efecto
inmunosupresor similar sobre el sistema inmune. El siroli-
mus inhibe la respuesta a la IL-2 y de esa forma bloquea la
activacion de los linfocitos Ty B.

mTOR es una proteina quinasa serina / treonina que re-
gula el crecimiento, la proliferacion, la motilidad y la super-
vivencia celulares, ademas de la sintesis de proteinas y la
transcripcion.

El mecanismo de accién del sirolimus implica la unién a
las proteinas citosélicas FKBP12 (del inglés FK-binding pro-
tein 12), de forma similar al tacrolimus. Sin embargo, a dife-
rencia del complejo tacrolimus / FKBP12 que inhibe la calci-
neurina (PP2B], el complejo sirolimus / FKBP12 inhibe la via
del mTOR (del inglés mammalian target of rapamycin), por
la unién al complejo mTOR (mTORC1). El complejo mTOR es
también llamado FRAP (del inglés FKBP-rapamycin associa-
ted protein) o RAFT (del inglés rapamycin and FKBP target).
Las denominaciones FRAP y RAFT son actualmente mas
adecuadas dado que reflejan el hecho de que el sirolimus
debe unirse primero al FKBP12 y sélo el complejo FKBP12 /
rapamicina puede unirse al FRAP/ RAFT/ mTOR.

Los corticosteroides actdan, principalmente, mediante
la inhibicion de citoquinas (por ejemplo: IL-1 y el factor de
necrosis tumoral) en la produccién por los macréfagos y por
lisis de ciertos tipos de células T. Los corticosteroides inhi-
ben la produccién de citoquinas por medio del bloqueo de
los factores de transcripcion, tales como NF-kB y AP-1, que
impiden la sintesis del ARNm para estas citoquinas.

La prednisolona es un farmaco corticosteroide predo-
minantemente glucocorticoide y de baja actividad mine-
ralocorticoide, que resulta Gtil para tratar un amplio rango
de inflamaciones y trastornos propios de la enfermedad

autoinmune, tales como el asma, la artritis reumatoidea, la
colitis ulcerosa, la enfermedad de Crohn (o enteritis regio-
nal), la esclerosis multiple, la cefalea en racimos y el lupus
eritematoso sistémico.

La globulina antitimocitica (timoglobulina) es un anticuerpo
policlonal contra los timocitos humanos, que se utiliza también
en regimenes inmunosupresores. La timoglobulina contiene
anticuerpos contra muchos antigenos de linfocitos (por ejem-
plo: CD3, CD4, CD8, CD25 y otros ). Como consecuencia, tiene un
efecto inmunosupresor mas amplio que los anticuerpos mono-
clonales descritos en el parrafo anterior.

Las estrategias inmunosupresivas para ABOi KT tienen
dos principios: por un lado, la disminucién de los anticuer-
pos pretrasplante y, por el otro, lainduccién y mantenimien-
to de la inmunosupresién para inhibir la reaparicién de anti-
cuerpos anti-ABO.

El tratamiento de reduccién de los anticuerpos en el
plasma es la base de la desensibilizacién para ABOi KT. Los
métodos corrientes para la remocidn de anticuerpos anti-
ABO son la plasmaféresis clasica, la plasmaféresis de doble
filtracién y la inmunoadsorcién antigeno-especifica y la an-
tigeno no-especifica.

La plasmaféresis clasica remueve completamente to-
das las proteinas plasmaticas de la circulacién, y el plasma
es reemplazado por albimina, plasma congelado fresco
0 una combinacién de ambos. La plasmaféresis por doble
filtracion implica que el plasma es separado por filtracién y
pasado a través de un segundo filtro donde las inmunoglo-
bulinas son filtradas selectivamente y descartadas. Puede
minimizar la inestabilidad hemodindmica y la cantidad de
volumen de reemplazo requerido. Remueve el 60 - 70% de
los anticuerpos por sesién, mientras que la plasmaféresis
clsica remueve sélo el 40 - 50%°°.

En 2003 Tyden y col.°®>" emplearon la inmunoadsorcién
antigeno especifica ABO (IA). La inmunoadsorcién puede
remover anticuerpos antigeno-especificos, tales como los
anticuerpos anti-ABO o las inmunoglobulinas no especificas
del antigeno. En la inmunoadsorcién especifica de ABO, el
plasma es procesado a través de una columna inmunoad-
sorbente para ABO, que es recubierta con antigenos del tipo
Ao B. Esto permite la remocién selectiva de anticuerpos an-
ti-A o anti-B y el plasma procesado es luego retransfundido
en el receptor. La inmunoadsorcidn es segura y eficaz, sin
embargo, tiene un alto costo y no siempre es cubierta por la
seguridad en salud.

La deplecién de anticuerpos post-trasplante se usa de
rutina en algunos centros con un ndmero variable de sesio-
nes, dependiendo del titulo pre-trasplante®®.

La inmunoglobulina intravenosa (IVIG) también se usa en el
trasplante renal para suprimir el rechazo mediado por células y
el AMR. Los modos potenciales de accién incluyen: supresion
de las células plasmaticas, neutralizacién de aloanticuerpos,
inhibicién de la activacién de complemento, neutralizacién de
citoquinas pro-inflamatorias e induccién de citoquinas anti-
inflamatorias. La IVIG es administrada usualmente después de
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la plasmaféresis para reconstituir los niveles naturales de 1gG.
Sinembargo, no hay una dosis uniforme de IVIG usada en el pro-
tocolo de desensibilizacion de ABOi KT.

Patogénesis molecular de la injuria post-trasplante
y participacion de los micro-ARN

La enfermedad renal aguda (AKI) es una complicacion fre-
cuente en los trasplantes de rifién y esta asociada con una
disminuida sobrevida del injerto®%*. Varios factores de riesgo
han contribuido al desarrollo de la enfermedad renal aguda
post-trasplante, incluyendo la edad del donante, los tiempos
de isquemia fria y caliente y el uso de érganos provenientes de
donantes cadavéricos®2%3. Los mecanismos moleculares que
determinan el destino de los aloinjertos renales en el desarrollo
de laenfermedad aguda permanecen no explicados tales como
la isquemia y la injuria reperfusion (IRl], las cuales ocurren a
diferentes niveles en todos los dérganos transplantados. Las
alteraciones moleculares y celulares asociadas con IRl inclu-
yen principalmente dafio del tejido causado por especies reac-
tivas del oxigeno (ROS), el 6xido nitrico o el peroxinitrilo®, asi
como también, una disminuida actividad de la adenilatociclasa
y niveles intracelulares de cAMP bajos. Luego, tienen lugar al-
teraciones de los niveles transcripcionales en el control de la
expresién génica, tales como la regulacién positiva del factor
inducible 1A (HIF1A) o del factor nuclear NF-icB 82, Finalmente,
se produce la muerte celular via apoptosis y necrosis. La acti-
vacién de la respuesta inmune innata y adaptativa contribuye
aldano tisular yla injuria, incluyendo los receptores de recono-
cimiento de patrones (PRRs], tales como los receptores de tipo
Toll (TLRs) y/o la infiltracién de macréfagos y/o linfocitos T67.
Los micro ARNs estan involucrados en la cascada molecular
que lleva a la injuria reperfusion.

Los perfiles de miARN ofrecen nuevas vias de diagndstico
y prondstico, que junto con los perfiles de ARNm permiten
una mayor precisién y plausible interpretacién biolégica de
los resultados®®59, La primera evidencia de los roles de los
miARNs en la patologia en AKI fue informada en un modelo
de ratén knock-out para Dicer, en la que Dicer fue eliminado
especificamente de las células tubulares proximales. Estos
ratones muestran una baja regulacién de microARNs en la
corteza renal’®. La determinacién de los niveles de miARN
en el tejido, en la sangre y en la orina pueden ayudar a di-
lucidar la fisiopatologia de los procesos relacionados con el
trasplante, como rechazo o la fibrosis y pueden tener utili-
dad como biomarcadores. Los paneles de miARN pueden ser
atiles en el monitoreo del injerto” ™.

El seguimiento de la aloinmunidad humoral ha tenido
un gran avance con la introduccion de tecnologias de base
sdlida, tal como Luminex. Sin embargo, el seguimiento y la
determinacién de lainmunidad de linfocitos T se realiza uni-
camente en biopsias invasivas de aloinjerto.

Los miARN son determinados también en el plasma (sangre).

Otras revisiones discuten la utilidad como biomarcado-
res, presentando los mecanismos moleculares y las poten-
ciales implicaciones terapéuticas de los miARNs”273,

Antagomirs y miARN mimético

El miARN mimético es sintetizado quimicamente. Consis-
te en un ARN de doble cadena que imita a los miARNs endé-
genos maduros después de la transfeccion en células.

Los antagomirs son inhibidores de microARN, pero, de-
bido a la promiscuidad de los microARN, los antagomirs po-
drian afectar la regulacién de muchas diferentes moléculas
de ARNm. También se denominan blockmirs y estan disefia-
dos para tener una secuencia que es complementaria a una
secuencia de ARNm y que sirve como un sitio de unién para
el microARN. Tras la unién, los blockmirs bloquean estérica-
mente a la molécula de microARN al mismo sitio, lo que evita
la degradacion del ARNm blanco a través del complejo de si-
lenciamiento inducido por ARN (RISC).

Los blockmirs permiten la modulacién de la regulacién
génica basada en microARN con alta especificidad. Es im-
portante destacar que los blockmirs son tipicamente ago-
nistas de suARNm blanco, es decir, aumentan la sintesis de
la proteina codificada por esta molécula. Los blockmirs se
unen al extremo 3’ de la region no traducida (UTR) de la ca-
dena de ARNm, que bloquea la unién del microARN.

Utilizacién de células madre y 6rganos bioartificiales
para trasplantes.

Los desarrollos recientes en el campo de la ingenieria de
tejidos (TE) y la medicina regenerativa (RM] han provisto
varios enfoques para el tratamiento de la enfermedad renal
4. los mismos incluyen a sistemas renales bioartificiales,
trasplante de células e implantacidn de construcciones de
rindn bioartificiales.

En estudios tempranos, la fabricacién de construcciones re-
nales bioartificiales fue llevada a cabo para mejorar la sobrevida
clinica de pacientes con enfermedad renal aguda o crénica.

Un tipo de construccién renal bioartificial fue creada in-
corporando células renales al sistema de dialisis convencio-
nal *>7®. La dilisis reemplaza la funcién de la filtracién del
rifén removiendo ciertas substancias téxicas de la sangre,
mientras que otras moléculas como la eritropoyetina (EPO)
y la vitamina D no son restauradas’’. Con la siembra de
células tubulares renales sobre membranas de didlisis se
pudo obtener una construccién renal bioartificial capaz de
reemplazar las funciones renales en un modelo de perro,
usando un sistema de perfusién’®. Se encontrg una mejoria
en las funciones renales, como la filtracién, el transporte y
la metabolizacién del rifidn dafiado.

Otro tipo de terapias basadas en células para los trata-
mientos renales es a través de la implantacién de construc-
ciones de rindn obtenidas por bioingenieria. La estrategia
basica es sembrar células en cultivo en andamios tridimen-
sionales (3D] in vitro e implantarlos in vivo. Han sido repor-
tados sistemas de andamiaje que incluyen materiales bio-
degradables naturales como el coldgeno”®€ y materiales
biodegradables sintéticos®-:8% combinados con otros tipos
celulares, que se integran al sistema tisular del huésped.

En la actualidad se estan desarrollando 6rganos bioartifi-
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ciales (rifdn, cérnea, mama, corazén, pulmones, pancreas,
higado y ovario] y plataformas bioldgicas para su aplicacion
en el drea de la medicina regenerativa y, también, como es-
trategia para la evaluacién de la efectividad de farmacos,
que podrian ser utilizados en el contexto de una medicina
personalizada. De esta forma se obtienen plataformas bio-
l6gicas, que tendran también la finalidad de evitar o reducir
el uso de animales en la fase experimental pre-clinica.

Basandose en la metodologia de descelularizacidn y re-
celularizacién se han logrado avances significativos en la
generacion de rifiones bioartificiales®?.

Los rifiones de rata, porcinos y humanos son descelulari-
zados por perfusién con detergente, produciendo andamios
acelulares con arquitectura vascular, cortical y medular, un
sistema colector y uréteres®3, Para regenerar tejido funcio-
nal, se han sembrado andamios de rifdn de rata con células
epiteliales y endoteliales y, luego, estas construcciones con
células fueron perfundidas en un biorreactor. Los injertos
resultantes produjeron orina rudimentaria in vitro cuando
fueron perfundidos a través de su lecho vascular intrinse-
co. Luego, fueron trasplantados en posicién ortotépica en la
rata, y perfundidos por la circulacion del receptor para pro-
ducir orina in vivo a través del conducto uretral.

Los rifiones de rata provenientes de caddveres fueron
descelularizados a través de la perfusién de la arteria renal
con 1% de dodecilsulfato de sodio (SDS) a presion constante
de 40 mmHg. La histologia de los rifiones acelulares mostré
preservacion de la arquitectura de los tejidos y la elimina-
cién completa de los ndcleos y los componentes celulares.
La descelularizacién por perfusién conserva la estructura
y composicién de la matriz extracelular renal integral en la
filtracion (membrana basal glomerular), secrecion y reab-
sorcién (membrana basal tubular]. Como se ha visto con
otros tejidos, la red de fibra elastica arterial permanecié
conservada en el parénquima cortical y medular acelular. La
tincién inmunohiostoquimica confirmé la presencia de los
componentes clave de la matriz extracelular, como son la
laminina y el coldgeno IV en la distribucion fisiolégica, como
la membrana basal glomerular acelular.

Las membranas basales tubulares fueron preservadas
con evaginaciones dentadas, que se extienden hacia el
lumen del tdbulo proximal. SDS, agua desionizada y Triton
X-100 reducen el contenido de ADN total por el rifién a me-
nos del 10 %. Después de lavar con PBS, el SDS es indetecta-
ble en los andamios del rifién acelular.

Para regenerar el tejido renal funcional, los rifiones ace-
lulares de rata pueden ser repoblados con células endote-
liales y epiteliales. Las suspensiones de células humanas
endoteliales de cordén umbilical (HUVEC) se introducen a
través de la arteria renal y las suspensiones de células de
rifién de rata neonatales (NKC) a través del uréter.

Otra alternativa de celularizacion es la utilizacién de cé-
lulas madre mesenquimales y hematopoyéticas para favo-
recer la recelularizacién renal. Posteriormente, se evalud la
funcionalidad del 6rgano recelularizado con técnicas ex vivo

ein vivo. El tejido renal consiste en mas de 20 tipos de célu-
las especializadas que estan estructuralmente organizadas
en distintos compartimientos anatémicos y funcionales.
Son las células de rifdn primarias, que pueden ser cosecha-
das del tejido de rifién normal y enfermo y expandidas en
cultivo, manteniendo el fenotipo y la funcién de las cuales
son derivadas. Entre los diferentes tipos de células renales
en el rifdn nativo, las células tubulares proximales (PTCs)
tienen roles importantes en las funciones renales que inclu-
yen la reabsorcién de proteinas y electrolitos, la actividad
hidrolasa y la produccién de EP084#°, En el rifién normal, las
PTCs ocupan el porcentaje mas alto de la poblacién popular
(aproximadamente 60 % de la poblacién celular total}, entre
otros tipos celulares, los cuales incluyen células tubulares
distales, células del asa descendente, células del conducto
colector y podocitos®®.

El aislamiento y la expansion de PTCs de tejido renal pueden
ser considerados como una fuente atractiva de células renales
parala terapia basada en células. Los cultivos PTC primarios pre-
sentan muchas ventajas y son mas representativos de la fisio-
logia de PTC normales que las lineas celulares inmortalizadas;
sin embargo, las células renales primarias, incluyendo PTCs,
pierden la expresién de genes especificos durante el cultivo y
estan limitadas a 2 - 5 pasajes®’. La combinacién éptima de alta
pureza, consistente en la proliferacién y la diferenciacién se ob-
servé en el pasaje 2 - 388.

Las células madre renales o células progenitoras han
sido identificadas en la capsula de Bowman®, los glomé-
rulos 99, los tubulos proximales®'®* y la papilla renal®®. Las
células renales humanas pueden ser aisladas de dadores
renales, expandidas en cultivo y mantener su fenotipo re-
nal a través de numerosos pasajes®. Las células epiteliales
renales diferenciadas, aisladas de las estructuras tubu-
lares renales, tienen capacidad proliferativa a través de la
desdiferenciacién de los epitelios sobrevivientes durante
el cultivo celular. La evidencia reciente demuestra que los
nefrones renales contienen una poblacidn con capacidad
proliferativa’”91949697 Fsas células madre o células pro-
genitoras expresan varios marcadores de células madre, ta-
les como el CD24, el CD133, el CD106, la vimentina y Pax-2,
y poseen alto potencial clonogénico, que es la habilidad de
renovarse a si mismas y diferenciarse en linajes celulares
renales especificos, los cuales sugieren una fuente terapéu-
tica potencial para la regeneracién renal.

Dentro de las células madre pluripotentes encontramos
a las células madre embrionarias(ES) que han sido estu-
diadas como una fuente de células para varias terapias ba-
sadas en estas®®. Las células ES exhiben dos propiedades
remarcables: la habilidad para crecer en un estado indife-
renciado [auto renovacion) y la capacidad para diferenciar
a varios tipos celulares del mesodermo, endodermo y lina-
jes ectodermales (multidiferenciacion).

Esto hace a las células ES una fuente celular atractiva
para la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa. La
diferenciacién renal de las células ES ha sido reportada por
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varios investigadores®®1%%, Ha sido demostrado que la in-
tegracién de células ES en el riién metanefricoembriénico
produce érganos similares al rifidn “in vitro”. Esta integra-
cién y creacion de nuevo tejido renal apoya el uso de células
ES con potencial terapéutico; sin embargo, varias limita-
ciones disminuyen el entusiasmo por su desarrollo activo.
Estos incluyen el crecimiento descontrolado y el desarrollo
en teratoma “in vivo”, asi como problemas legales y éticos
asociados con el uso de tejido embrionario.

Otrafuente celular que posee capacidad pluripotencial es
la célula madre pluripotente inducida (iPS), la cual fue pri-
mero desarrollada'®® reprogramando fibroblastos humanos
por introduccion de 4 genes (0ct3/4, Sox2, c-Myc y KIf4).
Avancesrecientes en la produccién de iPS a partir de células
mesangiales y epiteliales derivadas de la orina'® han incre-
mentado la aplicacién de células iPS para el tratamiento de
enfermedad renal. iPS también han sido generadas de otras
fuentes renales tales como PTCs y podocitos!?®, las cuales
demostraron la alta universalidad de la tecnologia de célu-
las iPS. Las células iPS pueden ser una fuente celular pro-
misoria para el tratamiento de enfermedades renales en la
etapa clinica una vez que la seguridad y otros puntos, inclu-
yendo el control de crecimiento y la formacién de teratoma
de células iPS, se hayan resuelto.

Varios estudios han demostrado que las células iPS expresan
genes anormales e inducen la respuesta inmune dependiente
de células T'%, Esta respuesta inmune inesperada por la infu-
sion de células iPS debe ser clarificada antes de la aplicacién
clinica. Asi, los protocolos de diferenciacion renal deben ser es-
tablecidos definiendo condiciones de cultivo celular 6ptimas y
factores adicionales tales como un tipo celular blanco y opcio-
nes de reprogramacién?®’.

Las células madre, fetales y adultas o las células progenito-
ras pueden ser utilizadas en terapias basadas en células con
menos restricciones de seguridad y consideraciones éticas.

Las células madre derivadas de fluido amnidtico (AFSCs],
como células madre multipotentes en el estadio fetal han
sido consideradas como una fuente interesante para la me-
dicina regenerativa'®®, AFSCs son, en teoria, facilmente cul-
tivadas y retienen el potencial de alta auto renovacién con
capacidad de diferenciacién maltiple®®, hAFSCs humanas,
aisladas de fluido amniético fueron expandidas in vitro so-
breviviendo, proliferando e integrandose en el riidn embrié-
nico y favorecieron el desarrollo del érgano, demostrando
una fuente potencial para la regeneracién renal.

Las células madre adultas han sido utilizadas con fines re-
generativos. Estas incluyen células madre hematopoyéticas
de sangre, células madre neurales de cerebro y médula espi-
nal, células madre de higado, células satélite y progenitores
musculares de tejidos de mudsculo esquelético, y células madre
mesenquimales (MSC) de médula ésea (BM) y tejido graso®.
En particular, las MSCs han sido utilizadas en terapias y son ais-
ladas por extraccién minimamente invasiva. MSCs pueden ser
aisladas y cultivadas “in vitro” y presentan menos problemas
éticos comparadas con otras fuentes de células. El potencial

de diferenciacién multiple y la habilidad de migracién y repa-
racién permite la restauracion de 6rganos lesionados®!?, MSCs
han sido extensamente utilizadas en el campo de la medicina
regenerativa para favorecer la regeneracion de una variedad de
tejidos y 6rganos.
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