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La sobreexpresion de poli (ADP-ribosa) polimerasa se
correlaciona con el desarrollo de necrosis tubular aguda
y con la funcion precoz del trasplante renal
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RESUMEN

Poli (ADP-Ribosa) polimerasa (PARP-1) cataliza la
ADP ribosilacion de proteinas usando NAD(+) como sus-
trato. La activacion de PARP-1 conduce a la deplecion intra-
celular de NAD(+). El dafio por isquemia-reperfusion (IR)
induce una activacion excesiva de PARP-1 y la muerte celu-
lar por consumo masivo de ATP. Nuestra hipétesis de traba-
jo es que la excesiva expresion tubular de PARP-1 en riflo-
nes humanos trasplantados es una de las causas directas de
la induccion de necrosis tubular aguda (NTA) y contribuye
al retraso de la funcion renal del injerto. Material y Méto-
dos: Estudiamos 193 biopsias de trasplante renal (95 preim-
plante —biopsia de donante—y 98 postrasplante) incluidas en
parafina con diferentes grados de NTA y 65 biopsias rena-
les de donante sin NTA. La NTA se estratific en cuatro
grados: ausente (0); leve (1) [<10% de los tibulos con célu-
las necroticas]; moderada (2) [10 al 49%]; o severa (3)
[>50%]. La expresion nuclear de PARP-1 fue evaluada
mediante inmunohistoquimica con el kit de polimeros con-
jugado con peroxidasa MasVision y el anticuerpo anti-
PARP-1 (cléon PARPO1) y valorada semicuantitativamente
de 0 a 3. Resultados: La expresion nuclear de PARP-1 ante-
cedio a los cambios morfologicos sugerentes de NTA. Prin-
cipalmente la inmunotincién se localizé en los nucleos de
células tubulares, cuando fue intensa la lesion también apa-
recié en glomérulos (epitelio de la capsula de Bowman y
cé¢lulas endoteliales de capilares glomerulares). La inmuno-
ticioén fue observable hasta fases finales de la necrosis tubu-
lar. La totalidad de las 95 biopsias renales pre-trasplante con
NTA grado 1 (86%) o grado 2 (14%) mostraron expresion
nuclear de PARP-1 en tiibulos. Las 98 biopsias postrasplan-
te con NTA mostraron expresion mds intensa de PARP-1
[grado 2 (45%), grado 3 (25%)]. El grado de NTA se corre-
lacioné significantivamente con la expresion de PARP-
1(r=0,565, p=0,0001, test de Pearson), con una expresion
media 2,74+0,45 en los casos de NTA severa frente a
1,9440,74 en los casos de NTA leve y 0,29+0,45 en los
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SUMMARY

Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP-1) catalyzes
ADP-ribosylation of proteins using NAD(+) as substrate. Its
overactivation leads to massive NAD+ consumption and
ATP depletion. The ischemia/reperfusion injury (IR) indu-
ces PARP-1 overactivation and leads to cellular necrosis by
massive ATP consumption. Our working hypothesis was
that massive PARP-1 tubular expression in allograft human
kidneys are a direct cause of acute tubular necrosis (ATN)
and contribute to delay in early recovery of renal function
(RRF) of the transplanted organ. Material and Methods: A
total of 193 paraffin embedded renal allograft biopsies (95
pre-implant —donor biopsies— and 98 post-implant) with
several ATN degrees, and 65 control renal biopsies from
donors without ATN were studied. ATN degree was classi-
fied as: Absence (0); mild (1) [<10% of tubules with necro-
tic cells]; moderate (2) [10 to 49%]; or severe (3) [>50%].
Nuclear expression of PARP-1 in tubular cells was evalua-
ted by immunohistochemistry using polymer-conjugate
MasVision kit and the monoclonal antibody anti-PARP-1
(clone PARO1). It was semiquantitatively determined, and
scored from 0 to 3. Results: The nuclear PARP-1 preceded
the morphological features of ATN. Immunostaining was
located mainly in tubular cells nuclei, in cases of intense
injury also was observed in glomeruli (capillary endothelial
cells and epithelial cells of Bowman’s capsule). Immunos-
taining was observed until advanced ATN condition. All 95
pre-transplant renal biopsies with ATN degree 1 (86%) or
degree 2 (14%) showed tubular nuclei PARP-1 expression.
The 98 post-transplant biopsies with ATN showed more
intense expression of PARP-1 [degree 2 (45%), degree 3
(25%)]. Statistically significant relationship between ATN
degree and PARP-1 expression was found (r=0.565,
p=0.0001, Pearson test), with a mean expression of 2.74+0.45
in sever ATN cases versus 1.94+0.74 in mild ATN cases,
and 0.29£0.45 in non-ATN cases (p=0.0001, one way ANO-
VA test). In conclusion, PARP-1 are linked to induction of
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casos sin NTA (p=0,0001, test ANOVA de una via). En con-
clusion, PARP-1 esta vinculado a la induccion de NTA y
desempeifia un papel importante en el comportamiento de la
funcién precoz del injerto renal ya que esta correlacionada
significativamente con el tiempo en recuperar la diuresis
eficaz (r=0,578, p=0,0001, test de Pearson) y con los nive-
les séricos de creatinina en el momento de la biopsia
(r=0,649), y a los 3 meses (r=0,363, p=0,0001, test de Pear-
son) pero no a los 6 y 12 meses postrasplante.

Palabras clave: PARP-1, rifidn, trasplante, NTA.

ATN, and plays an important role in early graft renal func-
tion. This fact is indicated by the stati! stically significant
relation with delay in total RRF (r=0.578, p=0.0001, Pear-
son test), creatinine serum levels at biopsy time (r=0.649)
and at 3 months (r=0.363, p=0.0001, Pearson test), but not
at 6 or 12 months post-transplant.

Key words: PARP-1, kidney, transplant, ATN.
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INTRODUCCION

PARP-1 (E.C. 2.4.2.30) es una proteina nuclear de
116 kDa de masa molecular con dos motivos dedo de
zinc, que se fija al ADN y detecta especificamente
mellas o rupturas del ADN producidas por diferentes
agentes genotoxicos (1). PARP-1 cataliza la ADP-ribosi-
lacién de proteinas usando NAD(+) como sustrato (2).
La activacién de PARP es una consecuencia del dafio
isquémico y conduce a la deplecion intracelular NAD(+)
(3), el cual so6lo puede ser repuesto consumiendo ATP. La
lesion por isquemia/reperfusion (I/R) produce como
resulta un sustancial dafio del ADN y las células necesi-
tan consumir grandes cantidades de ATP para soportar la
poli(ADP-ribosilacion) reparativa. Por esta razoén, mien-
tras que una actividad moderada de PARP-1 protege la
integridad del genoma celular, la excesiva activacion de
PARP-1 conduce a la muerte celular por deplecion de
ATP (4-6). Nuestro grupo previamente ha demostrado
que la expresion tubular de PARP-1 en rifiones de donan-
tes suboptimos estd relacionado de manera estadistica-
mente significativa con algunos parametros indicadores
de la reserva funcional (creatinina sérica y tiempo reque-
rido para alcanzar la diuresis eficaz) (7). PARP-1 ha sido
recientemente involucrado en la patogénesis de la lesion
por I/R en diferentes modelos animales (8) y se ha
demostrado experimentalmente que la inhibicion farma-
cologica de PARP-1 en rifiones y en otros organos de rata
(9,10) o la supresion del gen parp-1 en ratones knockout
(11) reduce el dafio subsiguiente a la reperfusion.

La insuficiencia renal aguda secundaria a isquemia y
el retraso de la funcién renal del injerto estan vinculados
a la agresion por radicales libres, con generacion de anio-
nes superoxido, peroxido de hidrégeno y 6xido nitrico
durante la reperfusion tisular. El 6xido nitrico se com-
porta como un toxico dando lugar al anién peroxinitrito,
que causa rapida oxidacion y modificacion covalente por
nitracion e hidroxilacion de las proteinas, produciendo
rotura de la doble cadena de ADN, sobreactivacion de la
PARP-1, y deplecion masiva del NAD(+) intracelular,
que se repone por consumo de ATP. Cuando el fenémeno
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se produce en células sometidas a hipoxia el excesivo
consumo de ATP requerido conduce a las células, desde
una lesion subletal, hasta el punto de no retorno, muerte
celular por necrosis (12-17).

Las lesiones observadas en el fracaso renal agudo
asociado a I/R se englobaban bajo el término de necrosis
tubular aguda (NTA). Actualmente, se reconoce que la
muerte y ulterior eliminacion de las células epiteliales
tubulares ocurren por dos vias, apoptosis y necrosis. La
proporcion de células afectadas por cada tipo de muerte
celular y la extension de la lesion estarian determinadas
por la duracion del periodo de anoxia (17). A su vez se
encontraria modulado por la mayor o menor sensibilidad
de algunas porciones de la nefrona frente a la isquemia.
Como esta demostrado el tubulo contorneado proximal y
la porcion ascendente del asa de Henle son las mas sen-
sibles al dafio por I/R, por lo que se ha propuesto que, a
igualdad de lesion a este nivel, serian mas frecuentes
observar los fendmenos morfoldgicos de necrosis y en el
resto de la nefrona los fenomenos de apoptosis (17).

Nuestra hipdtesis es que la excesiva expresion tubu-
lar de PARP-1 en rifiones trasplantados es una de las cau-
sas directas de la induccion de NTA y contribuye al retra-
so de la funcion renal del injerto.

MATERIAL Y METODOS

Estudiamos 193 biopsias de trasplante renal incluidas
en parafina (95 preimplante —biopsia de donante— y 98
postrasplante) que presentaban diferentes grados de NTA
y 65 biopsias renales de donante sin NTA. Las 160 biop-
sias preimplante fueron fijadas en Glyofix (Pacisa-
Giralt, Barcelona, Espafia) y embebidas en parafina por
un procedimiento de inclusién acelerada en horno de
microondas modelo Energy Beam Sciences H2800
(Vitro SA, Sevilla, Espafia) para determinar las lesiones
a tiempo 0-h (pretrasplante). 98 cilindros renales obteni-
dos en la primera semana postrasplante por presentar los
pacientes deterioro de la funcion renal con oligoanuria e
incremento de la creatinina sérica, fueron fijados en for-
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malina tamponada al 10% y embebidos en parafina
segun procedimiento estandar en un procesador Shandon
Pathcentre con camara de vacio (Shandon, Barcelona,
Espafia) para identificar la presencia de NTA, la cual fue
estratificada en los siguientes grados: Leve (1) [<10% de
los tubulos con células necréticas]; moderada (2) [10 a
49%]; o severa (3) [>50%]. Usamos como grupo control
65 cunas renales procedentes de donante sin evidencia
morfologica de NTA. El estudio fue aprobado por el
comité ético del hospital y realizado de acuerdo con la
declaracion de Helsinki. Todas las biopsias fueron obte-
nidas tras consentimiento informado de los pacientes o
familiares y fueron valoradas a doble ciego de forma
independiente por dos patdlogos.

La expresion nuclear de PARP-1 fue caracterizada
incubando las secciones durante 60 minutos a tempera-
tura ambiente con el anticuerpo monoclonal PARP-1
(clon PAROI) (LabVision Fremont, CA, USA). El estu-
dio inmunohistoquimico fue realizado en un inmunotefii-
dor automatico (LabVision) usando el kit MasVision
basado en técnica de polimeros conjugado con peroxida-
sa (Master Diagnostica, Granada, Espaiia) y revelado con
diaminobencidina (DAB) durante 10 minutos, afiadiendo
posteriormente potenciador de la DAB durante 2 minu-
tos (Master Diagnostica). La positividad de la inmuno-
tincion fue calculada de manera semicuantitativa en una
escala de 0 a 3 (0, ausencia; 1 [1-9% de los nuicleos tubu-
lares positivos]; 2 [10-49%]; 3 [>50%]).

De las historias clinicas fueron seleccionados algu-
nos parametros de funcion renal (creatinina sérica expre-
sada en mg/dL, aclaramiento de creatinina obtenida de la
relacion [mL/min./1,73 m?]), edad del donante y del
receptor, sexo, tiempo de isquemia fria, tiempo de rea-
nastomosis, tiempo en recuperar la diuresis eficaz (defi-
nido como el tiempo en obtener un aclaramiento de cre-
atinina calculada segun Cockcroft-Gault suficiente para
no necesitar tratamiento con hemodialisis tras el tras-
plante).

RESULTADOS

En 193 biopsias renales fue detectada la presencia his-
topatologica de NTA con intensidad leve en el 56,5%,
moderada en el 31,1% y severa en el 12,4% de las biop-
sias. Los controles fueron seleccionados de las biopsias
pretrasplante sin evidencia morfologica de NTA (tabla 1).

La expresion nuclear de PARP-1 precedio a los cam-
bios histopatologicos sugerentes de NTA (figs. 1A-D).
Principalmente la inmunotinciéon se localizo en los
nucleos de células tubulares y cuando fue muy intensa la
lesion también aparecid en glomérulos (epitelio de la
capsula de Bowman y células endoteliales de capilares
glomerulares) (fig. 1E). La inmunoticion fue observable
hasta fases finales de la necrosis tubular con positividad

TABLA 1. Tabla de contingencia de los niveles de expresion
de PARP-1 en los tres grupos de biopsias renales

. L Biopsias L.
Expresion Biopsias . Biopsias
de PARP-1* | preimplante (%) postimplante con Control (%)

NTA (%)
0 18,4 4,1 71,4
1 21,1 12,2 25.4
2 36,8 30,6 32
3 23,7 53,1 0
N=95 N=98 N=65

*(, ausencia; 1 [1-9% de los nucleos tubulares positivos]; 2 [10-49%];
3 [>50%)]).

en nucleos picndticos y restos nucleares en areas de
infarto renal (figs. 1G y 1H). EI 81,6% de las 95 biop-
sias renales pretrasplante con NTA grado 1 o grado 2
mostraron expresion nuclear de PARP-1 en tibulos. Las
98 biopsias postrasplante con NTA mostraron expresion
mas intensa de PARP-1 [PARP-1 grado 2 (45%), PARP-
1 grado 3 (25%)] y s6lo en el 4,1% de las biopsias no se
detect6 expresion de PARP-1 (tabla 1). El grado de NTA
se correlacioné significativamente con la expresion de
PARP-1 (r=0,565, p=0,0001, test de Pearson) (fig. 2),
con una expresion media 2,74+0,45 en los casos de NTA
severa frente a 1,94+0,74 en los casos de NTA leve y
0,29+0,45 en los casos sin NTA (p=0,0001, test ANOVA
de una via). En la figura 3 se representa el efecto que
sobre la expresion tubular de PARP-1 tiene una prologa-
da duracion del tiempo de isquemia fria (>20 horas)
(fig. 3A); como el retraso de la recuperacion de la diu-
resis (>10 dias) se ve acompafiado de una mayor expre-
sion tubular de PARP-1 (fig. 3B) y por tltimo como en
aquellos trasplantes que a lo largo del seguimiento no
alcanzaron niveles de creatinina sérica <1,7 mg/dL fue
manifiesta la mayor expresion inmunohistoquimica de
PARP-1 en el parénquima renal (fig. 3C), todo ello de
manera estadisticamente significativa (p=0,0001, test ¢
de Student).

En resumen, PARP-1 esta vinculado junto con otros
factores a la induccion de NTA y desempeifia un papel
importante en el comportamiento de la funcion precoz
del injerto renal, ya que esta correlacionada significati-
vamente con el tiempo en recuperar la diuresis eficaz
(r=0,578, p=0,0001, test de Pearson) y con los niveles
séricos de creatinina en el momento de la biopsia
(r=0,649), y a los 3 meses (r=0,363, p=0,0001, test de
Pearson), aunque no a los 6 y 12 meses postrasplante.

DISCUSION

En el trasplante renal, las lesiones de I/R, sobretodo
en organos de donantes subdptimos, determinan en gran
medida el retraso en la recuperacion de la funcion del
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Fig. 1: Expresion nuclear de PARP-1. A, B y C: la expresion antecede a los cambios morfologicos de NT : Expresion nuclear de PARP-1 en
tubulos conservados y en células picnoticas de un tibulo con NTA. E: Expresion nuclear en glomérulo. F nuclear de PARP-1 mante-
nida hasta fases finales de la necrosis tubular y en areas de infarto renal (G y H) (Polimero-peroxidasa x200).

238 Rev Esp Patol 2006, Vol 39, n.° 4: 235-2




La sobreexpresion de poli (ADP-ribosa) polimerasa se correlaciona con el desarrollo de necrosis tubular aguda...

Fig. 2: Ilustra el hallazgo de que a mayor grado de necrosis mayor expresion de PARP-1. A) Necrosis tubular aguda leve (H&E x200). Inserto:
expresion nuclear de PARP-1 grado 1 (Polimero-peroxidasa x200). B) Necrosis tubular aguda moderada (H&E x200) Inserto: expresion nuclear
de PARP-1 grado 2 (Polimero-peroxidasa x200).

=20 Horas

3: Expresion de PARP-1 y su relacion con A) el tiempo de isquemia fria sufrida (<20 horas>); B) el tiempo en recuperar la funcion primaria
(<10 dias>) y C) si en la evolucion alcanza cifras inferiores a 1.7 mg/dL de crearinina sérica (Polimero-peroxidasa x200).
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injerto, asi como la posible evolucion precoz del mismo
hacia la nefropatia cronica (2,12). La NTA es la forma de
dafio renal descrita con mas frecuencia en los fendmenos
de isquemia fria a que se someten los rifiones antes de ser
trasplantados, principalmente los que provienen de
donante cadaver, ya que el grado de lesion celular esta en
relacion directa al tiempo de isquemia (13-15).

Los modelos propuestos de mecanismos de lesion
renal incluyen la acumulacion de metabolitos de desecho
en los tejidos isquémicos carentes de oxigeno y nutrientes.
A nivel celular los principales cambios bioquimicos son la
inhibiciéon del metabolismo oxidativo, con deplecion de
ATP e inhibicion de las bombas de membrana transporta-
doras de iones; el incremento de la glicolisis anaerobia con
descenso del pH intracelular e incremento de la inestabili-
dad lisosomal con activacion de enzimas proteoliticas; el
incremetno de la 6xido nitrico sintetasa inducible y el des-
censo de la expresion de genes citoprotectores (17). El
ATP es rapidamente degradado a hipoxantina, la cual en
ausencia de oxigeno, no puede ser metabolizada; pero a
través de la xantina oxidasa genera radicales libres.

La activacion de PARP-1 es parte de la cascada de
eventos moleculares que ocurren después del dafio I/R en
el rifion y su expresion puede estar aumentada en los
tubulos renales desde el comienzo del proceso. En con-
diciones normales la activacion de PARP-1 tiene como
finalidad la reparacion del DNA; pero situaciones de
isquemia como ocurre en los rifiones que sufren NTA
postrasplante, producen una expresion excesiva de
PARP-1 (15,16). Esta sobreactivacion de la enzima
PARP-1 contribuiria a la disfunciéon del injerto y a la
NTA que se observa después de la reperfusion del tejido
renal que sigue al periodo de isquemia fria (15,17). En
este trabajo comprobamos, que existe una relacion sus-
tentada estadisticamente entre el dafio celular por NTA y
la mayor expresion nuclear de PARP-1 en los tubulos
renales de biopsias de pacientes que han sufrido un tiem-
po variable de isquemia fria y posterior reperfusion. Un
hecho relevante es que tiempos de isquemia fria superio-
res a 20 horas se acompaiian de mayor incidencia de
NTA y mayor expresion de PARP-1, este umbral parece
critico tanto para rifiones procedente de donantes subop-
timos como de donantes mas jovenes y seria deseable no
superarlo para conseguir una recuperacion precoz de la
funcion del injerto renal. La correlacion establecida entre
el tiempo de isquemia fria y PARP-1 hace de éste tltimo
un factor patogénico que explicaria por qué los mayores
tiempos de isquemia fria se acompafian de retraso en la
diuresis eficaz y peor funcién renal del injerto, un hecho
que aunque ya conocido permanecia incompletamente
estudiado (14,15).

La deteccion de expresion de PARP-1 de intensidad
débil en el 25% y moderada en el 3,2% de las biopsias
control sin NTA detectable morfologicamente podria
explicarse por el hecho de que la expresion inmunohisto-
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quimica antecede a los eventos morfologicos, aunque tam-
bién hemos encontrado casos de biopsias preimplante con
NTA (18,4%) en los que no detectamos expresion de
PARP-1, posiblemente debido a problemas intrinsecos del
tejido, de la técnica de deteccion o bien a que correspon-
dian a NTA muy incipientes (células aisladas y en un redu-
cido porcentaje de timulos en la mayoria de los casos).

Los hechos morfolégicos y funcionales descritos en
este trabajo sustentan la necesidad de determinar la
expresion de PARP-1 en las biopsias de trasplante ante la
sospecha de NTA dado su alto grado de correlacién con
la funcion renal inmediata.
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