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RESUMEN

El trasplante renal se lleva a cabo con éxito desde hace mas de 50 afios, pero
con una tasa de sobrevida del aloinjerto a largo plazo aun problematica. Por su
alta prevalencia se han investigado mucho los mecanismos fisiopatologicos
involucrados en el rechazo renal y se ha visto involucrada una disfuncion de la
enzima antioxidante superoxido dismutasa de manganeso. A raiz de esto se
investigd en profundidad los procesos moleculares que involucran a dicha
enzima y se comprobo que la nitracion de un solo aminoacido, la tirosina 34, es
la modificacion que determina su inactivacion. Dicha inactivacion produce un
aumento intracelular de radicales libres lo que perpetia el dafio irreversible por
estrés oxidativo y consecuente muerte celular. Se realiz6 una busqueda
bibliografica para comprender tanto la historia como el estado actual de las
bases moleculares de dicho proceso y se vio una evolucién del conocimiento
respecto al tema. Se logré6 demostrar la importancia de la enzima superdxido
dismutasa de manganeso en la génesis del rechazo renal crénico y se ha

investigado como posible blanco terapéutico.
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JUSTIFICACION

Actualizacién del tema de investigacién: rol de la enzima antioxidante
mitocondrial superdxido dismutasa de manganeso y su papel en la base
fisiopatoldgica del rechazo del trasplante renal, la cual se demostré que esta
involucrada en dicho proceso [1], y debido a que el trasplante renal es uno de
los mas prevalentes, se considerd relevante conocer detalles moleculares

implicados en el mismo.
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INTRODUCCION

Los rifiones fueron los primeros organos trasplantados con éxito y desde hace
aproximadamente 50 afios es el trasplante mas frecuentemente realizado [2] [3]
[4].

Este trasplante presenta una alta prevalencia de rechazo y la supervivencia del
aloinjerto a largo plazo (> 1 afio) sigue siendo un problema importante del
trasplante renal, con pérdida del 6rgano principalmente debido a la nefropatia
cronica del aloinjerto [5] [6] [7]. Este hecho generd interés en conocer las
causas fisiopatoldgicas que expliquen el rechazo [2] y diferentes investigadores
plantearon dos teorias: causa inmunoldgica o inflamatoria [2]. A raiz de esto, se
realizaron biopsias renales para estudio histologico, y se observo: oclusion
vascular progresiva, glomerulopatia caracteristica, y los procesos de fibrosis
intersticial acompafiados por atrofia tubular, que en ultima instancia, resulta en
insuficiencia del érgano. Los hallazgos histolégicos mostraron también dafio
por inflamacion que podria estar implicada por la reaccion inmunolégica contra
el aloinjerto [8]. Tras mejoras en las técnicas de inmunosupresion se logro
aumentar la sobrevida del injerto renal a un afio pero pese a esto, se siguieron
observando altas tasas de rechazo renal crénico. Esto sugiri6 que ademas de
los factores dependientes de antigenos, los mecanismos normales de
reparacion, que actiuan en consecuencia al dafio por inflamacion, podrian estar
involucrados en los procesos fisiopatoldgicos del rechazo crénico [2]. Se not6
un aumento del estrés oxidativo, dado por radicales libres como anién
superéxido (0O27) y oxido nitrico (NO), y nitracion de proteinas. EI NO y O, se
combinan para formar peroxinitrito (ONOQO), un potente agente oxidante y
nitrante de varios blancos biologicos [9]. Al investigar este aumento del estrés
oxidativo se hall6 que una serie de enzimas antioxidantes se encontraban
inactivas, entre ellas la superdxido dismutasa de manganeso (MnSOD) la cual
se encontraba nitrada e inactivada luego de dos semanas post-trasplante, y a

partir de las dieciséis semanas se vio una disfuncion renal significativa [2].
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MARCO TEORICO
Estructura de MnSOD

La MnSOD es una enzima antioxidante mitocondrial. Es esencial para disminuir

el dafio oxidativo, desbalance entre especies reactivas del oxigeno y
antioxidantes naturales, producido por el metabolismo aerobio celular. Si éste
dafio es mantenido lleva a lesidn celular y muerte. Este mecanismo se
relaciona con diversas enfermedades incluyendo el rechazo crénico de
organos, la artritis, la aterosclerosis, la tumorigénesis y el proceso de isquemia/
reperfusion [10].

La funcién de la MnSOD es reducir al radical libre superoxido (O,") a peroxido
de hidrégeno (H,0,) y oxigeno molecular (Oy).

La MnSOD es un homotetramero (88 kDa) [11] que en el sitio activo tiene un
ion manganeso (Mn) en un entorno triangular y bipiramidal distorsionado,
coordinado por tres residuos de histidina, un aspartato y un ién hidroxilo (OH") o

una molécula de agua [10] (Figura 1).

Figura 1

Sitio activo de MnSOD, que muestra el
centro de Mn, los tres residuos de histidina
y el aspartato, la O representa OH /H, O
y el segundo residuo de tirosina en esfera
estd alrededor de 5,6 A del centro

metéalico. Tomado de [10].

Rodeando al sitio activo hay un anillo de carga electrostéatica positiva que atrae

al O, cargado negativamente. La cavidad de acceso del sustrato, se
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caracteriza por una red de puentes de hidrogeno que se compone de
moléculas de disolvente y varios residuos clave, tales como glutamina 143
(Q143), tirosina 34 (Y34), tirosina 166 (Y166) e histidina 30 (H30), que son
necesarios para la actividad adecuada. Se ha propuesto que el sitio catalitico
actua por un mecanismo de “ping-pong”, donde la enzima oscila en estados
redox entre Mn®*" y Mn?* [12] [13].

Mecanismo_bioguimico: el ‘'NO se combina con O,  generando ONOO'. Este

oxidante, que no es un radical libre, es capaz de inducir nitracién de residuos
de tirosina, promoviendo la formacién de 3 nitrotirosina (3NT), siendo esta
modificacion irreversible. La 3NT ha sido utilizada como marcador de la
presencia de ONOO'".

El ONOO’ puede reaccionar con iones como hierro, cobre 0 manganeso y asi
causar pérdida de la funcién celular. Tiene capacidad de inactivar enzimas,

entre las que encontramos la MnSOD [14] (Esquema 1).

0, + NO—> ONOO

MnSOD—‘|’—> NO, MnSOD

Esquema 1: Produccion de ONOQOy la nitracién de MnSOD.

Nitracion e inactivacion de MnSOD

Las ceélulas producen constantemente especies reactivas del oxigeno y del
nitrogeno, las cuales estan aumentados en tejidos que sufren estados
inflamatorios o degenerativos. Concomitantemente se observa aumento de
nitracion de muchas moléculas entre ellas de diferentes proteinas [15] [16] [11].
Se sabe que la nitracion del residuo de Y34 causa la inactivacion de la enzima
[1] [10], cuyo mecanismo es la restriccion del acceso del sustrato al sitio activo,
ya que este residuo es el primero en el tinel de acceso y estd muy cerca del
Mn [10].
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Funcién renal normal, falla y trasplante

Los rifiones son un érgano par, de gran jerarquia, que se encargan de la
funcion excretora, regulacion del medio interno, regulacion de los niveles de
Ca®" y vitamina D, control de la presion arterial. Por diversas causas, ya sean
prerrenales, renales o postrenales, muchas veces se ve alterada su funcion
normal, manifestandose de mdultiples maneras en la clinica. La combinacion de
signos y sintomas orienta al diagnostico de insuficiencia renal aguda (IRA) o
enfermedad renal crénica (ERC). En la IRA se puede ver alteraciones en la
paraclinica de la funcidén renal (en principio elevacién asintomatica de los
valores de creatinina), alteraciones en la diuresis (oliguria, oligoanuria, anuria),
elementos de sindrome urémico, hipervolemia, entre otras. En la ERC (donde
las principales etiologias son la hipertension arterial y la diabetes mellitus) hay
cuadros mas arrastrados que se caracterizan por anemia, alteraciones en el
metabolismo mineral y 0seo, complicaciones vasculares secundarias a la
aterosclerosis, complicaciones infecciosas, nutricionales y en angioaccesos.
Respecto al tratamiento de ERC, estan los tratamientos sustitutivos renales

(hemodialisis y dialisis peritoneal) y el trasplante renal [17] [18].

En cuanto al trasplante renal, es el tratamiento de eleccion en los pacientes con
ERC terminal, ya que mejora la calidad de vida y aumenta la supervivencia.
Previo a esto hay que valorar que los riesgos de inmunosupresion vy de la
cirugia no sean excesivos, los cuales estan dados por la edad avanzada y las

patologia asociadas del paciente.

El trasplante renal comenzé a tener relevancia clinica a mediados del siglo
pasado, luego de entender mejor los mecanismos de rechazo (base
inmunoldgica) y como evitar o disminuir el mismo a través de farmacos
(inmunosupresion) [19]. A si mismo, a lo largo de dicho proceso, se vio que el
trasplante renal de donante vivo da mejores resultados que de donante
cadavérico. Esto parece ser debido a la menor edad del donante, menor tiempo

de didlisis y menores comorbilidades [20].
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Pese a todos los cuidados, existe la posibilidad de que el trasplante no sea bien
tolerado y suceda un rechazo del injerto. En la patogenia del mismo pueden
intervenir tanto mecanismos humorales como celulares. Hay tres tipos de
rechazos: hiper-agudo, agudo y cronico. Esta clasificacion es segin como se
manifieste el deterioro renal. Es decir que no depende del tiempo transcurrido
entre el trasplante y la manifestacion del rechazo, salvo el rechazo hiper-
agudo, que ocurre en las primeras 24-48 horas tras hecho el trasplante e
inclusive en la misma mesa de operacion. La misma se debe a anticuerpos
preformados por el receptor y se manifiesta como una anuria brusca. El
rechazo agudo refiere al deterioro brusco de la funcion renal y se manifiesta
por fiebre, oliguria, retencién hidrosalina, aumento de peso, proteinuria,
hipertension y aumento de tamafio y consistencia del injerto. El rechazo renal
cronico es la principal causa de fracaso tardio del injerto y se manifiesta como
un deterioro gradual de la funcién renal, hipertensién y proteinuria (que puede

llegar a rango nefrético) [21].

Un factor no menor, implicado en la fisiopatologia del resultado del trasplante
renal, son las especies reactivas del oxigeno (ERO). Al extraer un rifidn para
trasplante, se lo somete a un periodo variable de hipoperfusion e isquemia (tras
clampear la arteria renal en el acto quirdrgico). Esto trae como consecuencia
una disminucién de adenosintrifosfato (ATP), un aumento de ERO vy
alteraciones en el citoesqueleto celular. A su vez se genera una disminucion de
antioxidantes endégenos. La reperfusion del 6rgano (cuando se desobstruye la
arteria renal), si bien garantiza un aporte de oxigeno para restablecer el
metabolismo normal, también actia como un factor desencadenante del dafio

celular, ya que genera una produccion masiva de ERO [22].
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Datos nacionales

A nivel nacional, el primer trasplante renal se realizé en el afio 1969 de un
donante cadavérico y en 1981 se elabor6 un programa de trasplante renal
cadavérico.

El registro Uruguayo de trasplante renal en diciembre 2008 publicO que se
realizaron 1357 trasplantes durante ese afio (Ultimos datos publicados) [23]

(Figuras 2y 3).

14%

m En didlisis

B Lista de espera

Figura 2: Pacientes en dialisis (2621) y en lista de espera para didlisis o
trasplante (418) 2008. Tomado de [23].
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Figura 3: Causas de muerte en los pacientes trasplantados, 2008. Tomado de
[23].

Analizando las cifras mostradas, se reafirma el interés por el estudio de
mecanismos implicados en el rechazo de trasplante renal, debido a que es tan
prevalente a nivel nacional; y las implicancias del aumento del estrés oxidativo

en este evento.
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OBJETIVOS GENERAL

Actualizar la informacion acerca del rol de la MnSOD en el rechazo

renal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el papel de la MnSOD en la fisiologia normal.

Comprender el proceso de nitracion que causa inactivacion de la
MnSOD.

Entender los procesos moleculares de la MnSOD implicados en
diferentes patologias en general y en particular en el rechazo crénico

renal.

METODOLOGIA
Se realiz6 una busqueda bibliogréfica. La estrategia para la misma fue por

palabras claves en ScienceDirect (portal Tombd) y Google académico: MnSOD

and nitration; nitration and renal allograft rejuction; renal allograft rejection and
MnSOD.

Para la seleccion de articulos usamos los siguientes criterios:

de inclusion: relaciéon de la MnSOD y el rechazo renal crénico, estructura
y funcion de la MnSOD.

de exclusién: no disponible gratuitamente

de eliminacién: relacion de la MnSOD con otras enfermedades,
comparacién de la MnSOD con otros antioxidantes.

Ademas se concurrio a la catedra de Nefrologia para obtener informacion

acerca de la fisiopatologia del rechazo renal, estudios solicitados vy

epidemiologia de trasplante renal en nuestro pais.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se realiza una sintesis de resultados de los articulos
seleccionados con los criterios ya detallados en la metodologia. Abarcando
temas desde la estructura y funciébn normal de la MnSOD, evolucién del

conocimiento respecto al tema y perspectivas de su aplicacién a futuro.

Estructura y funcién.

En el estudio “The estructural biochemistry of the superoxide dismutases” de
J.J. Perry et al [24] se estudi6 las generalidades bioquimicas de las distintas
SODs lo que revel6 la importancia de estas enzimas en la proteccion a las
células frente al dafio mediado por especies reactivas del oxigeno (ROS), por
lo que tal vez una alteracion en la estructura podria conducir a diferentes
enfermedades.

Ademas, en trabajos que estudiaron la estructura tridimensional de la MnSOD,
se determind la importancia de la Y34 en el desarrollo de la funcién normal de
ésta [10].

En 1998 [1] se reportd que la inactivacion de MnSOD era debido a la nitracion
exclusiva de Y34 por el peroxinitrito, residuo cercano al manganeso del sitio
activo. Hasta ese entonces se trataba del primer ejemplo de inactivaciéon
mediada por peroxinitrito. La misma se evidencié mediante un aumento en la
masa molecular medida por espectrofotometria de masa, compatible con la
nitracion. A su vez se notd que dicha inactivacién era dependiente de la
concentracion de MnSOD vy peroxinitrito. En el trabajo de Mac Millan-Crow
“Tyrosine Modifications and Inactivation of Active Site Manganese Superoxide
Dismutase Mutant (Y34F) by Peroxynitrite” [25] se demostré que lo residuos de
tirosina (45 y193) que son susceptibles a la nitracion por el ONOO™ se
encuentran entre uno o dos residuos de glutamato en su estructura cristalina,
pero la Y34 no tiene residuos de glutamato proximales y aun asi es nitrada. Se
supuso que el atomo de manganeso cargado positivamente puede alterar el
estado de ionizacion de la Y34, de tal modo que sea mas susceptible al ataque
electréfilo o que simplemente se atraiga al ONOQO™ cargado negativamente al

sitio activo.
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En 1999 Mac Millan-Crow et al [25] crearon una MnSOD mutante con un
residuo de fenilalanina en lugar de la Y34 (Y34F) y sometieron a MnSOD
original y a MnSOD mutante a peroxinitrito. Ambas enzimas se inactivaron
aunqgue la mutante no tan eficazmente.

Luego se comprobd, en otro estudio [10], que la nitracidén de la Y34 es la causa
de la inactivacion de la enzima porque el grupo fenol se desprotona, cambiando
a 3-nitrotirosina 34 (NY34) generando una repulsion electroestatica y estérica,
que se refleja en un aumento dramatico del perfil de energia libre para el
acceso del sustrato (superoxido) al centro metalico, lo que resulta en un canal
blogueado y por lo tanto la inactivacion de la enzima. También se confirmo, en
el estudio de Quint P et al en el aflo 2006 [11], al comparar la estructura
cristalina de la MnSOD nitrada y no nitrada y no observar cambios
conformacionales significativos, que la inhibicion de la catélisis puede atribuirse
a un efecto estérico de NY34. Esta impide el acceso del sustrato al sitio activo
asi como la alteracion de la red de los enlaces de hidrégeno en el tanel de
acceso, que impiden la transferencia de protones en la catélisis [5].

Se consider6 relevante el estudio de Moreno et al [10] que analizé y definio el
proceso molecular de la nitracion de la MnSOD para lograr comprender la
estructura normal de la proteina asi como la inactivacion mediante la nitracién
de un solo aminoacido (Y34) en contraste con estudios citados anteriormente.
Se estudié cual o cudles eran los agentes que podian nitrar e inactivar a
MnSOD [26] y se vio que en presencia de ONOO' la enzima efectivamente se
inactivaba, pero en presencia de O, u ‘NO por separado la proteina sigue
enzimaticamente activa y no se registraron niveles de 3- nitrotirosina. En
contraste cuando se la expuso a los productos de la hemdlisis del ONOO-
(hidroxilo y diéxido de nitrogeno, OH y NO, respectivamente), la MnSOD no se
inactivd, aunque si se encontré 3NT, y es porque NO, es agente de nitracion
de los residuos Y45 y Y193 {Demicheli, 2007 #349}. Por lo que en este estudio
también se demostré que el aminoacido critico es la Y34, y es la nitracion de
este Unico residuo la causa de inactivacion de MnSOD.

La esencialidad de la enzima MnSOD quedé evidenciada por el estudio
{Huang, 1995 #379} “Dilated cardiomyopathy and neonatal lethality in mutant
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mice lacking manganese superoxide dismutase”, donde mediante un modelo de
ratones MnSOD knockout, observaron que los animales no sobrevivieron mas
de 21 dias (promedio de vida media es de 2 a 3 afos). Es esencial que la
proteina esté activa para poder desarrollar correctamente su funcién y como se
vio mas arriba, el concepto de cémo se inactiva ha ido cambiando. Al saber que
la enzima es esencial, fue I6gico suponer que su déficit o inactivacion puede
causar enfermedad y esto fue revisado por Souza et al [9] mediante una
busqueda bibliografica se planted discernir si la nitracion de MnSOD es una
alteracién que causa estados patoldgicos o es un marcador presente en estos
estados. Este trabajo describié que la 3- nitrotirisina es una modificacién
postraduccional presente en muchas condiciones patoldgicas aguda y cronica,
siendo un proceso selectivo que ocurre en algunas proteinas y en
determinados residuos de tirosina de esas proteinas. La acumulacion de datos
sugirié una fuerte correlacion entre niveles elevados de 3NT y los mecanismos
implicados en el desarrollo de las distintas enfermedades [9].

El interés de este grupo de estudio es estudiar la relacion entre inactivacion de

MnSOD vy el rechazo crénico de aloinjertos renales.

Inactivacibn de MnSOD vy rechazo crénico de aloinjertos renales

En el estudio histopatologico de tejido de aloinjertos con rechazo crénico se
observd oclusion vascular progresiva, glomerulopatia progresiva y fibrosis
tubular que lleva a atrofia tubular, estas caracteristicas denotan insuficiencia
renal [8]. Son multiples los factores que llevan a la insuficiencia renal y el
posterior rechazo [23] [21]; entre ellos los inmunoldgicos y los inflamatorios.
Con el avance de la inmunologia se logr6 mejorar mucho la compatibilidad
donante receptor. Por lo tanto, se centr0 la atencion en el componente

inflamatorio (Esquema 2).
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Procesos inflamatorios
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Esquema 2: Dafos por proceso inflamatorio.

En el rechazo renal cronico se han visto: altos niveles de ‘O, y 'NO [27] y
alteracion de procesos normales de reparacion frente a dafio por ROS [5]. En el
estudio de Mac Millan-Crow [5] se hallé en aloinjertos renales con rechazo
cronico de tres pacientes a los que se les hizo nefrectomia, que los niveles de
nitracion de tirosina eran altos y la actividad enzimética de la MnSOD estaba
dramaticamente disminuida. Se compar6 con un rifion no patolégico de
paciente no apto para trasplante, y se vieron niveles bajos pero detectables de
3-nitrotirosina y la actividad de MnSOD no disminuida.

Al exponer MnSOD recombinante a diferentes concentraciones de ONOO" se
vio que la inactivacién es dosis dependiente, por lo que quiza el hallazgo de
MnSOD nitrada en condiciones basales normales es a causa de la presencia
de niveles de ONOO" basales [5].

Se ha visto que la concentracion de MnSOD aumenta en respuesta frente al
estrés oxidativo y aun asi se vio muy disminuida su actividad enziméatica. Este
hallazgo paradojico es debido al aumento de ONOO-, que también aumenta
con el estrés oxidativo, ya que se comprobd por inmunotincion el incremento en
estado nitrado de la MnSOD [5].

El ONOO- nitra e inactiva numerosas enzimas mitocondriales como aconitasa,
Nicotinamida adenina dinucle6tido deshidrogenasa (NADH deshidrogenasa),

succinato-deshidrogenasa entre otras, causando dafio. Ademas, el incremento
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de la concentraciéon de ONOO™ puede inducir pérdida de reservas energéticas,
peroxidacién lipidica, ruptura del ADN y apoptosis [5] lo que coincidié con lo
observado en ratones MnSOD knouckout [28].

El consumo y/o la inactivacion de los antioxidantes naturales conducen al
agotamiento de los mismos. Esto expone a las células a dafios irreversibles,
observandose a nivel histolégico atrofia tubular que podria ser el factor
determinante mas importante en la pérdida de funcién renal y consecuente
rechazo cronico del trasplante [5].

En el estudio de Mac Mlllan-Crow et al afio 2001[2] se cre6 un modelo de raton
con nefropatia cronica del aloinjerto y un modelo de ratén sin nefropatia crénica
del aloinjerto. Se los sigui6 postrasplante desde la semana 2 a la 52 con
funcién renal (albuminuria de 24 horas) y con estudios histolégicos (para medir
niveles de nitrotirosina y actividad enzimética). Se observd nitracion de
estructuras glomerulares y tubulares desde la semana 2 postrasplante, sin
embargo se observé disfuncion renal progresiva desde la semana 16 a la 52 en
los ratones con nefropatia crénica del aloinjerto. Por otro lado, en los ratones
sin nefropatia, los niveles de nitrotirosina se mantuvieron bajos y la funcion
renal no se vio alterada. O sea, la nitracion de la MnSOD precede a la
insuficiencia renal y la disfuncién mitocondrial es un evento temprano que lleva
a la disfuncion renal progresiva. Suponiendo que estos datos se pudieran
extrapolar a humanos, seria interesante ver a futuro posibles maneras de evitar
dichos eventos, ya sea con métodos preoperatorios, operatorios o
postoperatorios.

Ademas, en este estudio, se observo la nitracion del citocromo C a partir de la
semana 4, por lo que se plante6 que al inactivarse la MnSOD se acumularia las

ROS lo que favorece la nitracion y/o inactivacion de otros objetivos bioldgicos

2].

Hasta este punto nos hemos referido a estudios que tratan de la inhibicion de la
MnSOD en casos de rechazo de trasplante renal o su simulacion. En 2011,
mas alla de trasplante renal, se quiso saber qué consecuencias tiene la

inhibicion de la MnSOD renal en el trastorno renal. Para ello se crearon ratones
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mutados, los cuales eran 50% o 100% deficientes en dicha enzima,
especificamente a nivel renal, y se compararon con ratones control [29]. En los
ratones mutados se vio una predominante disminucién en la actividad de la
MnSOD en la médula renal, no siendo asi en otros 6rganos. En comparacion a
los ratones control, no mostraron cambios en la supervivencia, pero si en el
peso corporal, los ratones mutados eran méas pequefios (figura 4). Si bien la
disminucién o pérdida de MnSOD indujo cambios morfologicos y procesos
inflamatorios en los tubulos distales, no hubo alteraciones evidentes en la
funcion renal. Esto dejo en evidencia, que el hecho de que los ratones mutados
fueran mas pequefios, no era debido a que la alteracion renal causara
alteraciones en el sistema musculo-esquelético. Sin embargo en ambos grupos
de ratones, mutado y control, hubo altos niveles de nitracién, es decir que la
inhibicién de la MnSOD hace que aumente la produccion de oxidantes en el
rifidn. Es importante destacar dos cosas: la primera, es que los efectos de la
inhibicion de la MnSOD fueron dependientes de su nivel de modificacion
genética en la nitracion de tirosina (figura 5); la segunda, la expresion de Cu-
ZnSOD no se vio alterada, lo que reflejaria que hay una regulacién
independiente de estas dos formas intracelulares de SOD [29].

50% KO 100% KO

Figura 4. A) Los ratones que tenian la
MnSOD renal especifica 100% mutada
eran evidentemente mas pequefios que el
resto. B) Cuando se comparo la media de

peso corporal de los ratones a las 8

P=0.015 semanas de edad, se vio que en los
25 : ratones que tenia la MnSOD renal

especifica  mutada, el peso era
significativamente menor. Tomado de [29].

Mean body weight (g) at 8 wks
8

10

T T
Kidney Cre 50% KO 100% KO
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P =0.000046

P = 0.0045 Figura 5: La expresion y actividad de

P
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gue tienen mutada dicha enzima. Hay
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una evidente correlacion segun cual sea

MnSOD activity (U/mg)

la carga de mutacidn genética. Tomado
de[29].
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MnSOD en isqguemia/reperfusion (I/R)

En el estudio realizado por Cruthirds et al [30] se demostré6 que a los 30
minutos de isquemia habia nitracidn de tirosina en la MnSOD, que a las 3 horas
de la reperfusion comenzé a aumentar. Ademas, a las 3 horas de isquemia
aumento significativamente la creatinina sérica y se perdié la integridad de la
membrana mitocondrial pero no se observo apoptosis.

Por otro lado, la cantidad de MnSOD era normal pero la actividad enzimatica
estaba disminuida en ratones que sufrieron I/R. En contraposicion, en los
animales con I/R simulada, tanto la cantidad como la actividad se mantuvieron
normales.

Concomitantemente, la pérdida de la actividad de la MnSOD generé aumento
de oxidantes dentro de la mitocondria, por lo que se evidencié que hay otras
proteinas involucradas en el proceso de nitracion como fue la citocromo C. La
MnSOD nitrada precede a la nitracion del citocromo C, por lo que se especuld

gue la lesién mitocondrial es progresiva [30] (Esquema 3).
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Esquema 3: Dafio tisular dado por el proceso de isquemia/ reperfusion.

En otro estudio [31] realiz6 un experimento con ratas en el cual se asignaron
tres grupos, al primero no se lo sometid a I/R ni se le administr6 MnSOD
recombinante humana (grupo SH), al segundo se lo sometié al I/R pero no se le
suministr6 MnSOD recombinante humana (grupo C), al tercer y ultimo grupo se
le aplicé el proceso de I/R y se le administr6 MnSOD recombinante humana
intraperitoneal (grupo IP). Se hallé6 que con la administracion de MnSOD
recombinante humana intraperitoneal: mejora la funcion renal (figura 6),
disminuye necrosis tubular aguda (figura 7) y la tinciébn de nitrotirosina fue
negativa en tabulos renales. Se vio que las lesiones del tejido mejoraron en el

grupo IP vs el grupo C.
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Figura 6: Cambios en los marcadores de la funcién renal durante la I/R. A:
Concentracion de creatinina sérica. B: concentracion de nitrdgeno ureico en

sangre. C: actividad de la aspartato aminotransferasa Tomado de [31].

Figura 7: tincion
Hematoxilina- Eosina de
secciones renales durante
la I/R. Tomado de [31].
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La lesion tisular como consecuencia de la I/R es similar a o observado en el
rechazo agudo y la nefropatia cronica del aloinjerto [31].

Suponemos por lo demostrado anteriormente, que es beneficioso la
administracion de MnSOD recombinante humana para disminuir los dafios
tisulares en el rechazo crénico del aloinjerto.
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Se han estudiado los efectos protectores de distintos agentes como
antioxidantes que podrian administrase para complementar las defensas
celulares contra el estrés oxidativo. Es el caso del flavinoide conocido como
vitamina P [32], se probd que reducia el dafio si se lo administraba previamente
en un modelo de I/R inducido en rifion de rata. En este estudio se utilizo la
actividad enzimética de la MnSOD como marcador del nivel de dafio renal
como consecuencia de la I/R, lo que demostré la aceptacion de su papel
protagonico en el desarrollo de estados patoldgicos.

En el trasplante renal, asi como en todos los trasplantes, el érgano a
trasplantar sufre un proceso de I/R, por el cual suponemos que se generan
lesiones por el aumento de ROS que dafian la membrana y estructuras
celulares. Este aumento de ROS produce consumo de los antioxidantes
enddgenos naturales, que podria causar su agotamiento y como consecuencia
la muerte celular. Por esto creemos importante el estudio de posibles agentes
exdgenos que actlen como antioxidantes complementarios para evitar y
proteger contra este tipo de dafo.

Ahora bien, actualmente no se dan antioxidantes exdégenos antes del trasplante
ni después; sin embargo el rechazo y la disfuncién no se observan siempre
como episodios agudos, como seria de esperar si siempre fallara o se
sobrepasara los mecanismos antioxidantes propios. Asi que de alguna manera
la célula puede sobreponerse a la injuria por I/R del trasplante y prolongarse la
viabilidad y funcionalidad del 6rgano. Creemos que tal vez la injuria por I/R del
trasplante no es tan prolongada como en los modelos animales de
experimentacion, y por esto la célula puede sobreponerse a una lesién de
menor entidad. También como se vio en el estudio de Mac Millan Crow et al
[33], la mitocondria tiene gran poder de reparacion. En este estudio se cred un
modelo celular in vitro para estudiar la expresiéon de MnSOD vy su actividad.
Mediante ARN de interferencia (ARNi) disminuyeron la expresion de la enzima
en células de rifion de rata normales. Se vio que a las 24-48 horas del inicio de
la incubacion con el ARNi, los niveles de MnSOD disminuyeron drasticamente
asi como su actividad enzimatica. Como era de esperar los nivelas de Oy~

aumentaron y este reaccioné con el ‘NO™ para formar el ONOO™ y asi aumentd
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el nivel de nitrotirosina concomitantemente. A las 72 horas post incubacion con
ARNi se observo que los niveles de MnSOD vy oxidantes volvian a valores
normales. Se plantearon como posible justificacion, la inmensa reparacion
mitocondrial debido a la induccion transitoria de la biogénesis mitocondrial,
mediada por el descenso de la concentracion de MnSOD y aumento del
ONOO’ (figura 8).

A Control 24 hr 48 hr 72 hr MnSOD KD
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Figura 8: (A) muestra imagenes representativas del aumento de
fluorescencia. (B) Nitrotirosina también se incrementd significativamente
después de la caida de MnSOD tanto a las 24 y 48 h después de la
transfeccion, pero regreso a la linea de base después de 72 h. (C) Graficos que
muestran la cuantificacion sobre la base de la intensidad de fluorescencia
(unidades arbitrarias). * p <0,05 en comparacion con las células control.
Tomado de [33].
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Se plante6 que el peroxinitrito tendria entonces efectos nocivos y beneficiosos
sobre la biogénesis mitocondrial que es dependiente de la dosis: a pequefias
dosis la estimula y a grandes dosis la reduce significativamente [33]. Este
modelo in vitro no representa los escenarios mas complejos que ocurren en las
distintas patologias, aun asi sus resultados fueron importantes. Este doble
papel del ONOO™ puede tener importantes implicancias en la enfermedad pero
debe seguir estudiandose ya que se supone que in vivo la recuperacién de la
inactivacion de MnSOD no es tan rapida como lo que sucedid in vitro, sino que

puede mantenerse por semanas [33].

Perspectivas v aplicaciones a futuro de conocimientos actuales con respecto al

rechazo renal

La importancia de conocer los mecanismos fisiopatologicos en la induccion y
progresion del dafio renal tras el trasplante de aloinjerto, es que posiblemente
se pueda encontrar una manera de disminuir o evitar dicho desenlace.

Se sabe que la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) es uno de los mediadores
en la induccion y progresion del rechazo renal agudo [34]. Quizas la inhibicién
selectiva de iINOS disminuya el dafio histolégico y prolongue la supervivencia
del injerto a largo plazo. Se ha visto que la administracion de bloqueadores
selectivos de iINOS a aloinjertos reducia la caida de la funcion renal. También
se obtuvo efectos beneficiosos sobre la morfologia tubulointersticial [34].

Las técnicas de conservacion de érganos y el proceso de isquemia/reperfusion,
generan cambios patolégicos que hacen que haya un aumento excesivo de
oxidantes que “vencen” a los antioxidantes endégenos (como ya se ha
mencionado anteriormente). Esto llevara mas tarde a la disfuncion mitocondrial
y dafio tisular.

Posible perspectiva farmacologica: En 2007 se puso en evidencia los

resultados de experimentos que se realizaron para ver el potencial terapéutico
de un antioxidante a base de metaloporfirina [35]. Los objetivos fueron tratar de
demostrar si era posible disminuir la inhibicion de MnSOD vy la lesion renal en
un modelo de I/R en ratones experimentales. Las variables que se tuvieron en

cuenta fueron las siguientes: funcion renal (valorada mediante el aclaramiento
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de creatinina), capacidad de la porfirina de inhibir la MnSOD vy evidencia de
dano tisular. Los cambios evidentemente positivos se vieron cuando la porfirina
se administr6 24 horas antes de la nefrectomia. En dicho grupo de ratones
hubo notables mejoras en la funcion renal, un aumento en la actividad de
MnSOD (no asi en los niveles) y el dafio tisular verdaderamente disminuido. La
explicacion para esto fue que tras el periodo I/R hubo un intenso cambio en el
patrén y la funcion de los complejos respiratorios, principalmente el complejo V
(ATPsintasa). El tratamiento con porfirina 24 horas previas a la nefrectomia,
restaurd los niveles de ATP de forma significativa. Dicho aumento al parecer
protegio a la mitocondria de la excesiva produccion de oxidantes tras el periodo
I/R. A su vez, en dicho experimento se pudo probar que la porfirina no se
comporté como un mimético de MnSOD y que el bloqueo en la produccién de

oxidantes lo hizo de manera indirecta.
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CONCLUSIONES

Se realiz6 una actualizacién de la informacién referente a MnSOD y sus
modificaciones oxidativas, enfocandonos en detalle en lo que ocurre en el
rechazo del trasplante renal.

Este trabajo permiti6 comprender en profundidad bases moleculares de una
patologia puntual, y acercarse mas al detalle de uno de los tantos procesos
involucrado en el rechazo renal.

Se observd la enorme importancia de la enzima y su nitracion en dicha
patologia, y surge la idea de su utilizacion a nivel nacional en dos aspectos:
uno de ellos como diagndstico precoz de rechazo renal agudo, y por otro lado
como forma de tratamiento al poder administrar la MNnSOD pre-trasplante, y de

esta forma disminuir los dafios causados por el proceso de reperfusion.
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