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ABREVIATURAS
BR: Biopsia renal.

CR1: Receptor de complemento 1.

DAMPS: Danger Associated Molecular Patterns (patrones moleculares

asociados a dafio).

DAF: Factor acelerador del decaimiento.

ERC: Enfermedad renal cronica.

FBS: Fetal bovium serum.

FH: Factor H.

FRI: Funcion retrasada del injerto.

HR: Hazard ratio.

I/R: Isquemia reperfusion.

IRA: Insuficiencia renal agudo.

KDPI: Kidney Donor Profile Index.

MAC: Complejo de ataque de membrana.

MCP: Proteina cofactor de membrana.

MASP-1: Mannan-binding lectin Serine Protease 1.



MASP-2: Mannan-binding lectin Serine Protease 2.

MBL: Mannose-binding lectin.

NHS: Normal human serum.

PDGF: Platelet derived growth factor.

TGF-B: Transforming growth factor-beta.
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RESUMEN DE TESIS

Los avances realizados en los Gltimos afios en las técnicas de extraccion y
preservacion de los organos trasplantados, asi como en la medicacion
inmunosupresora y la evaluacion del riesgo inmunologico, han permitido
mejorar la supervivencia del injerto renal y del receptor a corto plazo. Esta
mejoria no se ve tan claramente reflejada a medio y largo plazo.
Probablemente, una de las causas de esto ultimo es la funcion retrasada del
injerto, una forma de dafio renal agudo, que se presenta en un 20-50% de
los receptores de donante fallecido y que empeora el pronostico de los

rifiones trasplantados que la sufren.

En esta linea, la principal causa de funcion retrasada del injerto es el dafio
inducido por la isquemia-reperfusion, proceso en parte inherente a la
técnica del trasplante renal, que puede verse agravado por multiples
factores como pueden ser la situacion del donante previo a la extraccion del
organo, la propia intervencion quirdrgica o por caracteristicas del receptor.
La activacion del sistema del complemento es uno de los principales

mecanismos involucrados en la fisiopatologia de este fenomeno.

El objetivo de la presente tesis es profundizar en el conocimiento del dafio
inducido por la activacion del sistema del complemento en el fendmeno de

isquemia-reperfusion, en el ambito del trasplante renal.

Para ello, hemos disefiado tres estudios que abarcan diferentes aspectos
clinicos y etiopatogénicos del dafio por el complemento en la isquemia-
reperfusion. Inicialmente, analizamos el impacto de la funcion retrasada del
injerto, en una amplia cohorte de pacientes trasplantados renales.
Detectamos peor supervivencia del injerto y peor funcion renal al afio del

trasplante, en aquellos pacientes que presentaron funcion retrasada del
6



injerto. Por otro lado, analizamos, la dinamica de las concentraciones
solubles del complejo de ataque de membrana, producto de la activacion de
la via final del sistema del complemento; también, examinamos el patron
histolégico de los depositos del complejo de ataque de membrana, C3d y el
factor H. Este analisis fue realizado en pacientes trasplantados renales, con
y sin funcién retrasada del injerto, seguidos de forma prospectiva.
Encontramos un aumento relevante tanto de los niveles plasmaticos, como
de los depositos histologicos del complejo de ataque de membrana, C3d y
factor H, en aquellos casos con funcidn retrasada del injerto. Ademas,
detectamos que una mayor concentracion de niveles plasmaticos de
complejo de ataque de membrana se relaciona con peor funcion renal a 1y

2 anos después del trasplante.

También desarrollamos un modelo de hipoxia-reoxigenacion, utilizando
células tubulares proximales humanas (HK-2). Este modelo revelo
activacion local de diferentes componentes del sistema del complemento,
incluido el complejo de ataque de membrana, y los receptores de C5a
(C5aR1 y C5L2), otro producto final del sistema del complemento, poco
estudiado en este ambito. Finalmente, evaluamos la expresion histologica
de C5aRl1 y C5L2, en biopsias de pacientes trasplantados renales con
funcion retrasada del injerto y un grupo control. Este analisis nos mostro,
mayor expresion de C5aR1 en la membrana de las cé€lulas tubulares y de
C5L2 en endotelio de capilar peritubular en las biopsias de pacientes con

funcion retrasada del injerto, comparado con los controles.



THESIS SUMARY

The advances made during the last years in the extraction and preservation
of the organs for transplantation, immunosuppressive medication, and the
evaluation of immunological risk have improved patient and renal allograft
survival. However, these improvements have had a limited effect on long-
term survival. One of the reasons that negatively influence this long-term
survival is the appearance of delayed graft function, a form of acute kidney
damage, which occurs in 20-50% of deceased donor recipients and worsens

the graft outcomes.

The leading cause of delayed graft function is the damage induced by
ischemia-reperfusion, a process inherent to the kidney transplantation
process. The ischemia-reperfusion injury could be aggravating by different
variables such as the donor's situation before organ retrieval or recipient
characteristics. In the pathophysiology of this phenomenon, the activation

of the complement system is highly relevant.

This thesis's objective has been to expand our understanding of the damage
induced by the activation of the complement system during ischemia-

reperfusion injury in kidney transplantation.

To this end, we designed three studies that evaluated different clinical and
etiopathogenic aspects of the ischemia-reperfusion phenomenon. We
initially assessed the impact of delayed graft function in a large cohort of
kidney transplant patients. The development of delayed graft function was
associated with worse graft survival and worse kidney function in the first
year after transplantation. On the other hand, we analyze the dynamics of
plasma levels of the membrane attack complex's soluble form, the final
product from complement system activation in kidney transplant patients

with and without delayed graft function. Additionally, we examined the
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histological pattern of the deposits of the membrane attack complex, C3d,
and factor H in kidney biopsies from patients who were experiencing
delayed graft function and controls with normal biopsies. We detected a
relevant increase in plasma levels and histological deposits of the
membrane attack complex, C3d, and factor H, in those patients with
delayed graft function. A high concentration of membrane attack complex
levels was related to worse kidney function at one and two years after

transplantation.

Finally, we developed a model of hypoxia-reoxygenation with human
proximal tubular cells (HK-2). We demonstrated local activation of the
complement system's different components, including the membrane attack
complex, and the C5a receptors (C5aR1 and C5L2), another product of the
complement system, scarcely studied in this area. Besides, we observed a
higher expression of C5aR1 in the tubular cell membrane and C5L2 in the
peritubular capillary endothelium, in biopsies of patients with delayed graft

function, compared to controls.



INTRODUCCION
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1. INTRODUCCION

1.1 Funcion retrasada del Injerto: Definicion, fisiopatologia e impacto

en la supervivencia del injerto renal.

La funcion retrasada del injerto (FRI) es una complicacion frecuente tras el
trasplante renal. Diversas series describen una frecuencia entre un 20-50%
de los trasplantes provenientes de donante fallecido (1). No existe un
consenso claro sobre los factores de riesgo mas relevantes para el
desarrollo de FRI, sin embargo, algunas variables como el tiempo de
preservacion entre la extraccion e implante del 6rgano (isquemia fria) y
variables relacionadas con las caracteristicas del donante (edad, causa de la

muerte o comorbilidades) suelen relacionarse con la aparicion de FRI (1,2).

Existen diversas caracteristicas clinicas que permiten definir la FRI. La mas
ampliamente utilizada y que parece tener mayor relevancia prondstica, es

la necesidad de didlisis durante la primera semana del trasplante (2).

Fisiopatologicamente, la FRI consiste en un dafio renal agudo, ocasionado
por diferentes mecanismos desencadenados por el dafio secundario a
isquemia-reperfusion (I/R). La isquemia inicial ocasiona necrosis en el
tejido que, a su vez, libera sustancias enddgenas capaces de activar el
sistema inmune innato. Tras la restauracion de la perfusion de estos tejidos,
algunos ligandos enddgenos procedentes de células necroticas y
apoptoticas, denominados patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs,
por sus siglas en inglés), activan el sistema inmune e inducen liberacion de
citoquinas que perpetuan la respuesta inflamatoria en el tejido dafiado. A
nivel renal este proceso afecta particularmente al epitelio tubular proximal

renal (3,4).
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Respecto al impacto de la FRI en la supervivencia del injerto renal, varias
publicaciones describen mayor riesgo de pérdida del injerto en pacientes
con FRI (5). Algunos autores sostienen que el efecto deletéreo en la
supervivencia del injerto tras presentar FRI, es mas debido a mayor
frecuencia de rechazo agudo en estos pacientes, que al dafio por I/R (6).
Los estudios disefiados para valorar la interaccion entre la presencia de
rechazo agudo y FRI han arrojado resultados contradictorios. Algunos
autores reportaron supervivencia del injerto mas corta en aquellos pacientes
con FRI, independientemente de la presencia o no de rechazo agudo (7—
9), mientras que otros solo encontraron impacto negativo de la FRI
cuando se asociaba a rechazo agudo (10,11). La heterogeneidad de esos
estudios en términos de la época en la que se realizaron, las pautas de
inmunosupresion utilizadas, algunas actualmente obsoletas, y las
diferencias en las caracteristicas de donantes y receptores, respecto a
nuestra practica clinica habitual, hace dificil sacar conclusiones al respecto.
Por lo que son necesarios estudios que evaltien dicha interaccion en

cohortes modernas de trasplante renal.

En relacion a lo anterior, debido al aumento en la demanda de 6rganos y al
envejecimiento de los pacientes con enfermedad renal crénica que
requieren trasplante, se han ampliado los criterios de seleccion y aceptacion
de donantes y receptores. Como consecuencia, cada vez es mayor el
nimero de trasplantes procedentes de donantes afiosos y con criterios
expandidos (12), una poblacién poco representada en la mayoria de

estudios publicados sobre FRI.

Esta ampliacion de criterios ha hecho mas compleja la evaluacion del

binomio donante/receptor en el momento del trasplante. Por este motivo es
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fundamental contar con herramientas que permitirdin una mejor
caracterizacion del donante, una evaluacion del beneficio que el trasplante
aportaria al receptor y una mejor categorizacion de perfiles mas
susceptibles a complicaciones, como la FRI. Una de estas herramientas es
el KDPI (Kidney Donor Profile Index), desarrollado por el programa de
distribucion de organos de Estados Unidos. El KDPI, se basa en 10
variables del donante (edad, raza, antecedente de diabetes mellitus,
hipertension, valor de creatinina sérica al momento de la extraccion, peso,
seropositividad para virus de la hepatitis C y causa de muerte), y busca
cuantificar el riesgo de pérdida del injerto evaluado, al compararlo con
todos los injertos trasplantados durante el afio anterior en Estados Unidos.
Un valor del 80%, significa que el injerto que se esta evaluando, tiene mas
riesgo de pérdida que el 80% de los rifiones trasplantados durante el afio
anterior. Por lo tanto, valores mas bajos, se relacionan con mayor
supervivencia del injerto. Este score ha demostrado una capacidad
predictiva aceptable en términos de pérdida del injerto en nuestro entorno
(13), sin embargo, la interaccion entre KDPI y FRI no ha sido evaluada con
poblacion no americana. Dicha interaccion permitiria identificar grupos de

riesgo en los cuales aplicar estrategias dirigidas a disminuir la tasa de FRI.

1.2. Sistema de complemento.

El sistema de complemento es uno de los principales componentes del
sistema inmune innato. Constituye una de las principales barreras de
defensa contra patogenos externos. Estd conformado por mas de 30
proteinas, principalmente de produccion hepatica, que se encuentran

solubles en la sangre y otros fluidos corporales. Muchas de estas proteinas
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estan normalmente inactivas, pero en respuesta al reconocimiento de

componentes moleculares en los microorganismos o tejidos autdlogos

dafiados, pueden activarse secuencialmente a través de una cascada

enzimatica. El complemento puede ser activado a través de tres vias (14):

La via clasica involucra los componentes C1, C2 y C4. Se inicia por
complejos antigeno-anticuerpo unidos a Cl, que, a su vez, cuenta
con tres subcomponentes, Clgq, Clr y Cls. La via activa la
convertasa C3, llamada C4b2a, que permite la fragmentacion de C3
en dos fragmentos: C3b, que puede unirse covalentemente a la
superficie de patdogenos microbianos y opsonizarlos, y C3a, que
activa mastocitos, lo que causa la liberacion de mediadores
vasoactivos (14).

La via alternativa involucra a los factores B, D, H e I, que
interactian entre si, y C3b, permitiendo la generacion de la
convertasa C3, llamada C3bBb, que puede activar mas C3; ésta es la
razén por la que muchas veces se la conoce como “bucle de
amplificacién”. La activacién del bucle tiene lugar principalmente en
presencia de paredes bacterianas y fingicas, pero se inhibe por
ciertas moléculas presentes en la superficie de células normales de
mamiferos (14)

Via de la lectina de union a manosa. Esta ruta es activada por la
union de lectinas a residuos de manosa en las superficies de
patogenos (MBL, por sus siglas en inglés). Como consecuencia se
activan las serin-proteasas asociadas a MBL, MASP-1 y MASP-2,
que activan C4 y C2 para formar convertasa C3, C4b2a (14).
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- Finalmente, estas tres vias, confluyen en la generacion de C3
convertasas que van a activar la via final del complemento, conocida
como via litica. Esta ruta se inicia tras la escision de C5, y la union
de C5b a su diana. C6, C7, C8 y C9 se unen a C5b formando el
complejo de ataque a la membrana (MAC, por sus siglas en inglés)
que, cuando se inserta en la membrana externa de algunas bacterias,

facilita su muerte por lisis (Figura 1).

(l 1

Figura 1. Funcionamiento del sistema del complemento. (Reproducido de

Murphy K et al. (2012) Janeway’s Immunobiology (8th Ed.) Garland
Science, Nueva York.).
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1.2.2 Reguladores del sistema del complemento.

El correcto funcionamiento del sistema del complemento requiere un
equilibrio entre la activacion frente a patogenos externos y el
reconocimiento de células propias, para evitar el dafio autdélogo. Para este
fin, existen un conjunto de proteinas solubles y de membrana que actian
como reguladores en diferentes niveles de la via de activacion. Entre las
proteinas solubles encontramos el factor H, el factor I, la proteina de union
a C4(4-BP), el inhibidor de C1, la vitronectina (proteina-S) y la clusterina
SP-40. En membranas celulares, las principales proteinas reguladoras
presentes son: la proteina cofactor de membrana (MCP/CDA46), el factor de
aceleracion de descomposicion (DAF/CDSS5), el receptor de complemento

1 (CR1/CD35), la trombomodulina y el CD59 (Tabla 1).
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Tabla 1. Reguladores del sistema del complemento.

Regulador Funcion Localizacion
Factor H Se une a C3b; acelera la descomposicion de las C3 y | Plasma
C5 conversatas de la via alternativa. Actia como
cofactor del factor I. Reconoce marcadores especificos
de células propias y se une a depositos iniciales de
C3b, evitando que se depositen mas.
Factor I Degrada C3b y C4b junto con cofactores. Plasma
Inhibidor de C1 Inactiva Clr, Clrs, MASP-1 y MASP-2. Plasma
Proteina de union | Se une a C4b, acelera su descomposicion, actuando | Plasma
a C4b(4-BP) como cofactor del Factor I.
Vitronectina Se une a C5b-7 e inhibe la polimerizacion de C9. Plasma
(Proteina-S)
Clusterina  (SP- | Se une a C5b-7 e inhibe la formacién de C5b-9. Plasma
40)
MCP Cofactor del factor I para el clivaje de C3b y C4b. Membrana
DAF Desestabiliza las C3 y C5 convertasas de la via clasica | Membrana
y alternativa.
CD-59 Bloquea la unién de C9 y C5b-8 y la formacién de | Membrana
C5b-9.
CR1 Acelera la degradacion de C3 convertasa y actia | Membrana
como cofactor del Factor I para el clivaje de C3b y
C4b.
Trombomodulina | Incrementa la actividad de cofactor del factor H. | Membrana

Desactivacion de C3a y C5a a través del inhibidor de

la fibrinolisis activado por trombina).
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1.3 Activacion del complemento durante la isquemia-reperfusion.

La funcioén retrasada del injerto, es la consecuencia del dafio producido por
los eventos que se desencadenan por la isquemia a la que es sometida el
organo durante la muerte del donante, la extraccion y conservacion del
mismo y posteriormente tras la reperfusion. Esta induce un proceso que es
necesario para la correcta recuperacion de los tejidos, pero que puede ser

nocivo (15).

La isquemia induce un estado anaerdbico secundario a la deprivacion del
oxigeno en los tejidos, lo que puede activar el sistema del complemento por

diversos mecanismos.

Por una parte, el descenso del pH como resultado del metabolismo
anaerobico, puede alterar la regulacion de la via alternativa, al alterar la

union de FH y C3b (16).

Otro posible mecanismo, es a través de la generacion de amoniaco (NH3)
durante el metabolismo anaerdbico. Este es capaz de romper el enlace
tioéster de C3, formando C3(NH3) Bb convertasas, que podrian iniciar la

via alternativa.

Por otro lado, la isquemia induce la expresion de heparinasa y
metaloproteinasas en las cé€lulas endoteliales de la pared vascular, lo que
resulta en clivaje y ruptura del glicocalix (17), lo que impediria la unién de
varios reguladores del complemento, como el inhibidor de C1, la proteina

de unién a C4b y el FH.

Ademas, durante la isquemia las células tubulares, endoteliales y
perivasculares, dafiadas por la hipoxia, exponen de manera extracelular
ciertas moléculas citoplasmaticas y nucleares. En conjunto estas moléculas

se han denominado patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs) o
18



sefiales de peligro. Estas DAMPs, son reconocidas por Clq, la manosa
unida a lectina (MBL), las colectinas, ficolinas y el C3b, lo que llevaria a la

activacion de las 3 vias del complemento.

Finalmente, la rapida oxigenacion que se produce al restablecer el riego
sanguineo, durante la reperfusion, produce dafio por diversos mecanismos,
incluido la liberacion de radicales libres de oxigeno (18). Ademas, la suma
de la desproteccion de las superficies celulares, la hipoxia y el medio acido,
previamente creado por la isquemia, activan y amplifican la actividad

destructiva del complemento (19) (Figura 2).
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Figura 2. Papel del complemento en la patogénesis del daiio

por isquemia-reperfusion, (Reproducido de (20)).

La lesion de I/R activa el sistema del complemento mediante la liberacion
de ligandos endogenos (DAMP) del tejido con lesion aguda. Esta
activacion produce dafio renal directo a través de MAC, asi como
reclutamiento de células inflamatorias y liberacién de citoquinas por
mediacion de las anafilatoxinas C3a y CS5a. Por otra parte, el endotelio
activado, los monocitos y el epitelio tubular lesionado secretan factores
pro-fibrogénicos y activacion de fibroblastos locales en respuesta a la
ligadura de C3aR y C5aR por C3a y C5a, respectivamente. Todos estos
procesos llevan a una reparacion anomala y aparicion de fibrosis en el

tejido afectado.

Diferentes estudios, en su mayoria utilizando modelos animales, sugieren

que el complemento tiene un papel relevante en el dafio por I/R.

En modelos porcinos, el bloqueo de la via de las lectinas o de la via clésica
utilizando inhibidores de C1 antes de la reperfusion, protege a los rifiones
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del dafio por I/R (21,22). Por otra parte, modelos murinos, utilizando
inhibidores de C3b(23) con ratones knock-out para MBL, MASP2 e IgM,
también han mostrado proteccion contra el dafio por I/R, mientras que la
inhibicion de C4, componente de la via clésica, no mostro esta proteccion
(24). Estos resultados podrian indicar un papel relevante de las vias
alternativa y de la lectina en este proceso. Sin embargo, estudios realizados
con cé¢lulas tubulares humanas, han descrito activacion predominantemente
por via clésica, lo que podria indicar diferencias en los mecanismos de
activacion del complemento en respuesta a la isquemia-reperfusion entre

modelos murinos y humanos (25).

Independientemente de la via que lo desencadene, existe clara evidencia
sobre activacion del complemento tras la isquemia y reperfusion en el
trasplante renal. Diversos estudios describen hallazgos que indicarian
activacion del complemento inicialmente en el donante previo a la
extraccion del organo y que se verian potenciados tras la reperfusion del

organo (19,26-29).

1.3.1 Complejo de Ataque de Membrana (MAC) y daio por isquemia-
reperfusion.

El resultado final de la via de activacion del sistema del complemento es la
formacion del complejo de ataque de membrana (MAC). El MAC es un
complejo macromolecular que se ubica en la membrana de fosfolipidos de
patogenos y células formando un canal transmembrana, el cual permite la
entrada de iones y pequefias moléculas al interior de la célula, ocasionando
lisis celular. Ademas del dano celular directo, el MAC también tiene la

capacidad de inducir respuestas celulares pro-inflamatorias. Esta accion se
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conoce como actividad sublitica, la cual desencadena diferentes
mecanismos celulares, como apoptosis, proliferacion, produccion de matriz
celular y liberacién de citoquinas inflamatorias y sustancias profibrdticas
como el factor de crecimiento transformador B (TGF-B), que podrian

favorecer la aparicion de dafio cronico tras la lesion aguda inicial (30-32).

La formacion del MAC estd controlada por dos vias. Una es a través de
proteinas que unen al complejo C5b-7, impidiendo su insercion en las
membranas celulares, entre las que se encuentran la proteina S
(Vitronectina) y la SP-40 (clusterina) (33). La otra via involucra proteinas
que inhiben la incorporacion y polimerizacion de C9 dentro del MAC.

Entre éstas, la mas potente es CD59 (34).

A pesar de que es uno de los principales mecanismos de defensa contra
microorganismos, el MAC también tiene un papel importante en multiples
enfermedades autoinmunes e inflamatorias (35). En algunos casos, estas
patologias pueden estar relacionadas con su efecto citotdxico, como suele
pasar en algunas patologias hematoldgicas. Sin embargo, en otros casos, la
participacion del MAC, estd mas relacionada con la habilidad de inducir
activacion celular, cuando estd presente en concentraciones subliticas
(30,36). A nivel renal, el MAC se ha implicado en la fisiopatologia de
diversas enfermedades, como la glomerulonefritis post-estreptococica (37),
nefropatia membranosa (38), glomerulonefritis mebranoproliferativa tipo
IIT (39), nefritis lapica (40), rechazo renal (41) y el dafio por isquemia-
reperfusion (15,19,27,42).

Estudios previos han descrito la relacion entre la produccion de MAC y
dafio por I/R en patologias humanas. Blogowski et al. (28) estudiaron los
niveles de MAC en sueros de receptores de donantes en muerte encefilica,

extraidos 1, 3 y 5 minutos tras la reperfusion. Los investigadores reportaron
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un aumento de MAC 2-3 veces mayor en aquellos pacientes que
posteriormente presentaron FRI, respecto a aquellos con funcidn temprana
del injerto. Posteriormente investigadores de la universidad de Leiden,
cuantificaron los niveles de MAC en 24 receptores de trasplante renal (8 de
donante vivo, 9 en muerte encefalica y 7 en muerte de causa cardiaca), al
momento de la reperfusion, 3, 10 y 30 minutos tras la misma. Este estudio
mostré un aumento significativo de los niveles de MAC en los receptores
de donante en muerte encefalica y muerte cardiaca, pero no en los
receptores de donante vivo, lo que indicaria, que este aumento no se
produce tras tiempos de isquemia cortos. En este mismo estudio, se
evaluaron depositos de MAC en biopsias realizadas previo a la
conservacion en frio y 45 minutos tras la reperfusion, sin detectar tincion
en ninguna de las muestras. Este resultado fue atribuido a toma de muestras
muy precoz, ya que en modelos murinos se ha descrito aparicion de MAC
tras 12-24 horas de la reperfusion (19). Finalmente, estudios realizados por
nuestro grupo, que evaluaron los niveles de MAC en suero y los depositos
tubulares en biopsias de pacientes con insuficiencia renal aguda (IRA) de
diferentes etiologias, incluido una muestra de trasplantados renales con
FRI, demostraron una relacion entre la gravedad de la IRA y niveles mas
elevados de MAC en suero, asi como con la presencia de depodsitos mas
extensos en biopsias (27).

Como se menciond previamente, los efectos del MAC pueden ser liticos o
subliticos. Sin embargo, en las células nucleadas, el efecto del MAC es
primordialmente por accion sublitica, debido a que éstas cuentan con
diferentes mecanismos de defensa. Estos incluyen la presencia de bombas
de iones que contrarrestan el efecto de poro del MAC, la capacidad de
removerlo de la membrana celular y la presencia de inhibidores homdlogos

como el CD59 (43).
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Diversos estudios han demostrado una potente capacidad profibrotica e
inflamatoria del MAC en diferentes células renales. La incubacion de
c¢lulas epiteliales glomerulares humanas con niveles subliticos de MAC, se
relaciond con una gran produccion de TGF-3 e IL-6 (31,44). Por otra parte,
esa exposicion de concentraciones subliticas de MAC en células
endoteliales humanas, se ha relacionado con liberacion de sustancias
profibroticas como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (45). Similares
resultados se han obtenido de modelos con células tubulares murinas y
humanas, en las que se ha descrito mayor expresion de vias moléculas

profibroticas como el coldgeno tipo IV (46), fibronectina (47) y TGF-p (48).

1.3.2 Factor H como regulador en el dafio por I/R.

El factor H es una glicoproteina que circula en concentraciones elevadas en
el plasma, se expresa constitutivamente en el higado, pero que también
puede ser expresado localmente por diferentes células, incluidas las células
tubulares renales (49). Su actividad es esencial para el control de la via
alternativa del complemento. Para su correcto funcionamiento es necesario
el reconocimiento de marcadores especificos de células autdlogas y el

reconocimiento de fragmentos de C3b/C3d (49) (Figura 3).
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Figura 3. Activacion y regulacion por factor H de la via

alternativa del complemento en el plasma y en superficies

celulares. (Reproducido de (50)).

Las mutaciones que producen alteraciones funcionales del FH estan
relacionadas con diversas patologias renales como el sindrome hemolitico
urémico atipico (51) y la enfermedad por depdsitos densos (52). Sin
embargo, diversos estudios han descrito un aumento patoldgico de la
actividad de la via alternativa en el dafo isquémico renal, incluso con un
funcionamiento completamente normal del FH (23,53). Esto probablemente
se deba por una parte a que a pesar de encontrarse en altas concentraciones,
el FH no seria capaz de compensar la hiperactividad de la via alternativa,

producida por la pérdida de expresion de otros reguladores en la superficie
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de las células dafiadas (54). Por otro lado, podria haber una disminucion en
la capacidad de identificar células propias, debido a que las células
afectadas por el dafno isquémico podrian expresar en su superficie
sustancias capaces de alterar la interaccion del factor H con los marcadores

especificos de las células normales (55).

Estudios murinos han descrito mayor dafio por I/R en ausencia de FH, con
una proteccion parcial tras su reposicion (56,57). Su papel en el dafio por
isquemia reperfusion esta poco descrito en humanos. Estudios previos
realizados por nuestro grupo, evaluaron los depdsitos histoloégicos de factor
H en biopsias de pacientes con funcién renal normal, IRA y un subgrupo de
pacientes trasplantados con FRI. Se detect6 la presencia de tincion extensa
en el epitelio de tubular cortical tanto en controles como en biopsias con
IRA y FRI. Sin embargo, se objetivd una clara relacion entre una mayor

intensidad de la tincion y la gravedad del dafio renal (27).

1.3.3 Participacion de los receptores de C5a (C5aR1y C5L2) en el
dafio por isquemia-reperfusion.

Como ya explicamos previamente la activacion de las diferentes vias del
sistema del complemento confluyen en la escision de C5, de la que surgen
C5b y C5a, una potente anafilotoxina, que también estd involucrada en los
mecanismos de dafio por I/R mediado por el complemento (58-60). C5a y
su producto de degradaciéon C5adesArg, interactian con dos receptores
transmembrana de 7 dominios, el receptor de C5aR/C5aR1 y C5a-like
receptor 2 (C5L2) (61,62). Ambos receptores se expresan en una gran
variedad de células, particularmente en la superficie de células del sistema

inmune como macrofagos, neutrofilos y linfocitos T (63).
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Aunque los dos receptores comparten caracteristicas similares, existen
importantes diferencias entre ellos. Por una parte, aunque la afinidad por
C5a es similar entre ambos, solo C5L2 es capaz de fijar C5adesArg con
gran afinidad (64,65). Por otra parte, C5aR1 forma parte de la familia de
receptores ligados a proteina G, lo que le otorga capacidad de
internalizacion y activacion de vias intracelulares, mientras que C5L2
parece carecer de la capacidad de acoplarse a proteina G (66,67). Debido a
esto, muchos autores defienden la hipodtesis de que C5L2 es un receptor
sefiuelo para C5a, cuya funcidn consistiria en actuar como modulador de la
actividad biologica de C5a (64,65,68,69). Sin embargo, se le han atribuido
tanto efectos inflamatorios como antiinflamatorios en diversas
enfermedades, esto parece depender del tipo de enfermedad, modelo o

c¢lulas en los que se estudie.

El eje C5a-C5aR1 podria tener un papel crucial en dafo por I/R. En estos
modelos, en su mayoria murinos, la inhibicién de C5a o C5aR1 resulté en
menor dafio isquémico (60,70-72). Respecto a C5L2, algunos autores han
observado menor dafio tras I/R en ratones knock-out, tanto para C5aRl1
como para C5L2, aparentemente con una mayor proteccion y menor grado
de fibrosis en aquellos ratones que no expresaban C5L2. Los investigadores
atribuyeron estos resultados a una mayor produccion de sustancias
antiinflamatorias (interleucina-10) y antifibréticas (serina/treonina proteina
quinasa) (73,74). Sin embargo, existen pocos datos sobre la expresion de
C5aR1 y C5L2 en humanos. Algunos autores describen la presencia de
C5aR solo en células tubulares proximales de biopsias renales normales
(75). En otro estudio, éste realizado en biopsias de trasplantados renales,
mostrd expresion de C5aR1 en la porcion ascendente del asa de Henle y en
la primera parte del tabulo contorneado distal, mientras que C5L2 solo se

detectd en tibulos distales. Hasta la fecha, este es el nico estudio que
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habia valorado la expresion de estos receptores en trasplantados con FRI.
Los investigadores no encontraron diferencias en la intensidad de tincion
para ninguno de los dos receptores, entre rifiones normales y rifiones con

necrosis tubular aguda.

28



HIPOTESIS

29



2. HIPOTESIS

La activacion o desregulacion del sistema del complemento tiene un
papel clave en el desarrollo de la funcién retrasada del injerto, a través
tanto del dafio litico directo como el dafio indirecto por la liberacion de
sustancias inflamatorias y profibroticas, de los componentes de la via
litica o terminal del complemento sobre las células tubulares renales. Por
ello, el estudio de algunos de los componentes de esta via y su relacion
con la evolucion del injerto renal podria ayudar a conocer mejor este
proceso y evaluar la utilidad pronostica obtenida de cuantificar la

expresion de estos durante el fendmeno de isquemia-repefusion.
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3. OBJETIVOS

Objetivo principal

Estudiar la implicacion etiologica entre la activacion del sistema del
complemento y el desarrollo de la funcion retrasada del injerto renal y su

implicacion clinica sobre la funcion renal.

Objetivos secundarios

1. Analizar el impacto de la funcidn retrasada del injerto renal en la
supervivencia y la funcion renal de los érganos trasplantados.

2. Estudiar la dinamica del complejo de ataque de membrana, como
marcador de activacion del complemento en trasplantados renales
con funcion retrasada del injerto.

3. Estudiar la expresion de diferentes componentes del sistema de
complemento y la activacion de vias inflamatorias y profibréticas
relacionadas con el mismo en un modelo in vitro de hipoxia-
reoxigenacion con c¢lulas tubulares humanas.

4. Estudiar la expresion de los receptores de la fraccion CSa del

complemento en el dafio por isquemia-reperfusion.
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ABSTRACT

Background. Ischaemia-reperfusion (I/R) damage is a relevant cause of delayed graft function (DGF). Complement activation
is involved in experimental I/R injury, but few data are available from kidney transplant (KT) patients. We studied the
dynamics of membrane attack complex (C5b-9) as a soluble fraction (SC5b-9) and the histological deposit pattern of C3b,
complement Factor H (FH) and C5b-9 in DGF patients.

Methods. We evaluated SC5b-9 levels in 59 recipients: 38 with immediate graft function and 21 with DGF. The SC5b-9 was
measured at admission for KT and 7 days after KT. DGF-kidney biopsies (n =12) and a control group of 1-year protocol
biopsies without tissue damage (n =4) were stained for C5b-9, C3b and FH.

Results. SC5b-9 increased significantly in DGF patients (Day 0: 6621 = 2202 mAU/L versus Day 7: 9626 = 4142 mAU/L;
P=0.006), while it remained stable in non-DGF patients. Days 0-7 increase >5% was the better cut-off associated with
DGF versus non-DGF patient discrimination (sensitivity =81%). In addition, SC5b-9 increase was related to DGF duration
and worse graft function, and independently associated with DGF occurrence. SC5b-9, C3b and FH stains were observed
in tubular epithelial cells basal membrane. DGF-kidney biopsies showed a more frequently high-intensity stain, a higher
number of tubules with positive stain and larger perimeter of tubules with positive stains for SC5b-9, C3b and FH than
control patients.

Conclusions. Both SC5b-9 levels and SC5b-9, C3b and FH deposits in tubular epithelial cells basal membrane are highly
expressed in patients experiencing DGF. SC5b-9 levels increase could be useful as a marker of DGF severity.

Keywords: biomarkers, complement, delayed graft function, kidney biopsy, kidney transplantation
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INTRODUCTION

Ischaemia-reperfusion (I/R) damage is one of the most impor-
tant causes of delayed graft function (DGF) after kidney trans-
plantation (KT) [1], a form of acute kidney injury (AKI) with a
negative impact in graft outcomes [2-4].

Complement activation is implicated in the pathophysiology
of I/R injury. It may occur through three different pathways
(classic, alternative or lectin), due to the interaction with anti-
bodies, pro-inflammatory proteins or mannose-binding lectin
fragments [5-7]. Data extracted mostly from experimental stud-
ies have described a principal role of the complement classical
pathway route activation in I/R injury in hearts, livers and intes-
tines. However, in experimental models of I/R injury in kidneys,
the alternative and lectin pathways are showed to be more rele-
vant [5, 8], with some contradictory findings between animal
models and clinical data [9].

Regardless of the mechanism, the three complement path-
ways converge in the assembly of C3 convertases that have the
same function: cleavage of C3 into C3a and C3b fragments, with
the latter union of C3b fragment to C3 convertase, producing C5
convertase. Finally, C5 convertases promote the complement
cascade by cleaving C5 into C5a and C5b fragments. C5a ini-
tiates the building of the membrane attack complex (C5b-9) con-
sisting of C5b, C6, C7, C8 and multiple C9 molecules [10]. C5b-9
has a critical role for defence against pathogens and has been
implicated in the mechanisms of tissue injury during inflam-
mation [5]. C3 and C5 components and the generation of ana-
phylatoxins (C3a and C5a) amplify the inflammatory response
and provoke the release of opsonins such as C3b, which are im-
portant mediators in the process of antigen presentation and
complement cascade amplification [11, 12].

Given the multiple effects that complement can exert, there
are mechanisms to limit complement activation, where and
when it occurs. One of the most relevant complement regulator
is Factor H (FH), which accelerates the decay of the alternative
pathway C3 convertase and is a co-factor of factor I-mediated
cleavage and inactivation of C3b [13].

There is little information about the dynamics of comple-
ment components during I/R injury in KT recipients [14-16].
Some studies focused on soluble C5b-9 (SC5b-9) levels during
the first minutes after unclamping with contradictory results
[14, 15]. Regarding FH, most available data come from animal
models and describe the ability to ameliorate partially I/R injury
[17]. Moreover, most of these studies are focused on FH alter-
ation during the liquid phase, and there are few data about the
deposition of FH on cell surface in this setting. A previous study
from our group reported higher intensity stain in kidney biop-
sies from patients with ischaemic AKI [16]. The C3d, a cleavage
product from C3b, is considered a surrogate marker for comple-
ment activation, and has been described in kidney biopsies with
the diagnosis of acute tubular necrosis [18], but there is less in-
formation regarding C3d stain in DGF patients.

Our principal aim was to evaluate the potential association
between SC5b-9 levels and DGF in KT recipients. Additionally,
we evaluated the histological pattern of three different comple-
ment components: C3d, FH and C5b-9.

MATERIALS AND METHODS

Study design and data collection

The study was undertaken in 115 KT recipients with available
plasma samples. Their KT had been performed in our hospital

between April 2016 and December 2017. We excluded KT from
living donors (n=25), KT from uncontrolled donation after
cardio-circulatory death (n=7), patients with acute rejection
(n=18) and patients with primary non-function (n=6). Finally,
we assessed SC5b-9 levels in 59 patients.

Clinical data were collected from our local transplant data
base, which includes: baseline demographic characteristics
from donors and recipients, transplant characteristics and clini-
cal follow-up variables periodically registered, complications
and patient/graft survival.

All participants gave written informed consent. This study
adhered to the Principles of Helsinki Declaration and the Ethics
Committee of the Hospital del Mar approved the protocol (CEIC
2010/3777/1).

Definitions

DGF was defined as the requirement for dialysis within the first
week after transplantation.

Preemptive KT is defined as transplantation performed be-
fore initiation of maintenance dialysis.

Plasma samples and SC5b-9 measurements

Blood samples were prospectively collected at admission for KT
day (Day 0) and at Day 7 after KT. They were collected in EDTA
tubes to prevent further complement activation and stored in
aliquots at —80°C until use. Sandwich ELISAs were used to mea-
sure SC5b-9 levels (#HK328, Hycult Biotechnology, Uden, The
Netherlands). Briefly, samples and standards were incubated in
microtiter wells coated with antibodies recognizing human
C5b-9 (Clone 6G3) diluted samples to 1:45 concentration.
Streptavidin-peroxidase conjugate was used to bind the bioti-
nylated tracer antibody (dilution 1:12), and the enzyme reaction
was stopped by the addition of oxalic acid. The absorbance was
measured with a spectrophotometer at a wavelength of 450nm
(Tecan Infinite 200, TECAN Instruments, Madnnedorf, Zirich,
Switzerland). A standard curve by plotting the absorbance ver-
sus the corresponding SC5b-9 concentrations was obtained.
SC5b-9 were determined from the standard curve.

Immunohistochemistry in kidney tissue samples

C5b-9, F H and C3d deposition were assessed in kidney biopsies
from 12 KT patients with DGF. Four patients with 1-year proto-
col graft biopsies with completely stable creatinine serum val-
ues since transplantation without proteinuria, anti-HLA
antibodies or histological signs of renal dysfunction or rejection
served as controls. The mean time between KT and kidney bi-
opsy was 15days [interquartile range (IQR) 10.7-29]. Biopsies
from controls were performed at 12 months (IQR 12-16) after KT.

Frozen blocks on OCT resin were cut into 6-pm sections us-
ing the cryostat. Tissue sections onto Superfrost® glass slides
were dried at room temperature. Samples were fixed in 10%
buffered formalin and blocked for endogenous peroxidase activ-
ity by H,0, 3% in methanol. Goat serum 3% in TBS was used to
block nonspecific sites. Primary antibodies against C5b-9
(#HM2167, anti-human terminal complex complement; Hycult
Biotech, The Netherlands, Clone 6G3) [monoclonal antibody
(mADb) 1:2000], FH (courtesy of Dr S. de Cérdoba, CSIC, Clone 214)
(mAb 1:1000) and C3d (courtesy of Dr S. de Cérdoba, CSIC, Clone
12.3.3) (mAb 1:400) were incubated at 4°C overnight. Antigen—
antibody reaction was detected by a goat anti-mouse immuno-
globulins/HRP (#P0447, Dako). Sections were visualized with
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DAB Chromogen System (#K3467, Dako) and counterstained
with haematoxylin.

Samples were evaluated by two independent observers
(CEA.-C. and J.G) in a blinded manner using a semi-
quantitative method, based on the percentage of stained
tubules and the percentage of stained perimeter of the average
stained tubule. The intensity of staining was graded as 0 (no
staining), +1 (stain visible at 40x magnification), +2 (at 20x), +3
(at 10x) and +4 (at 2-4x). We considered ‘high-intensity’ as
stain visible at or <10x magnification (+3 and +4), ‘diffuse stain’
as positive stain in >50% of all tubules from slide and ‘perime-
tral stain’ as 50% positive staining in >50% of tubular perimeter.

Statistical analysis

Quantitative variables with a normal distribution are
expressed as mean [standard deviation (SD)] and the remain-
ing as median and IQR. Means were compared with t-test for
normally distributed variables and Mann-Whitney-Wilcoxon
test or abnormally distributed ones. Comparisons of SC5b-9
levels between Days 0 and 7 within DGF and non-DGF
patients were performed with Mann-Whitney-Wilcoxon test
due to abnormal distribution. Categorical data were analysed
by 5 test. Risk factors for DGF were analysed by logistical re-
gression analysis with a stepwise selection method. The fac-
tors included in the univariate analysis were: donor age, time
on dialysis prior to transplant (months), recipient gender,
previous transplants, diabetes mellitus (DM), peak of panel
reactive antibody, cold ischaemia time (CIT), donor after car-
diac death (DCD), donor terminal creatinine, donor weight,
number of HLA mismatches and induction immunosuppres-
sion therapy, as well as Days 0-7 SC5b-9% increase. These
were included in the analysis in basis of literature review [19]
and clinical experience.

In the multivariate analysis, only those variables with a P <
0.05 were included.

Receiver operating characteristic (ROC) curves were con-
structed for assessing the discriminative ability of SC5b-9 levels
increase Days 0-7 for estimating DGF, and the area under curve
(AUC) was calculated. The value of marker defined as cut-off
was determined by the maximum of Youden index
(J = sensitivity + specificity — 1).

AP < 0.05 was considered statistically significant. Statistical
analysis was performed using SPSS version 25.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) and the STATA package version 15 (STATA
Corp., College Station, TX, USA).

RESULTS
SC5b-9 levels

We analysed SC5b-9 levels at Days 0 and 7 post in 59 patients,
21 of them (35.6%) with DGF and 38 (64.4%) without DGF. Their
clinical characteristics are summarized in Table 1. Patients in
the DGF group were older, more frequently diabetics and re-
ceived kidneys from older donors and more frequently con-
trolled cardio-circulatory death type. All patients with DGF
performed conventional haemodialysis, none required continu-
ous techniques. Patients with DGF showed renal similar kidney
function at 3 and 6 months, but worse renal function 1year after
KT (serum creatinine 1.78 +0.61 versus 1.35*0.30mg/dL in
non-DGF patients) (Table 2).

No significant differences were found in Day 0 SC5b-9 levels
between DGF and non-DGF patients (Table 1). These levels were
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similar between patients undergoing renal replacement therapy
and preemptive KT patients (6273 *3048mAU/L versus
6102 + 2681 mAU/L; P =0.835).

DGF patients presented similar levels at Day 0 and 7
(5902 + 3049 mAU/L versus 6178 + 2832 mAU/L; P=0.686). While
those patients with DGF showed a significant increase of SC5b-9
levels between Days O and 7 (6621+2202mAU/L versus
9625 *+ 4142 mAU/L; P=0.006, Figure 1). The post KT SC5b-9 lev-
els were independent of creatinine serum value at Day 7 post-
KT in non-DGF patients (data not show).

Multivariate analysis showed an independent association
between SC5b-9 levels increase between basal and Day 7 after
KT and DGF (Table 2). Percentage SC5b-9 levels increase (A0-7
SC5b-9%) discriminative assessment analysed by ROC curve
showed a good discriminative value for DGF with an AUC of
0.78, P <0.001 (sensitivity 81%, specificity 66%), by cut-off point
of 5%. This cut-off point was related with longer DGF duration
(83% of patients with DGF longer than 10days had A0-7 SC5b-
9>5%) and worse renal function 1 and 2years after KT
(Table 3).

Immunohistochemistry in kidney tissue samples

Twelve kidney biopsies from patients with DGF were assessed.
The median age of these patients was 61.0 + 10.5 years, predom-
inantly male (75% versus 16.7%), none of these patients had glo-
merulopathy related to complement alterations.

The mean (IQR) time between KT and kidney biopsy was
15days (10.7-29). Biopsies from controls were performed at
12months (12-16) after KT.

C5b-9-, C3b- and FH-positive staining were observed in tubu-
lar epithelial cells basal membrane. There was no staining in cy-
toplasmic, apical and/or lateral membrane in tubular cells. C5b-
9 and C3b were diffusely positive in arterial endothelial cells
and in endothelial glomerular cells in all cases, with variable in-
tensity staining. FH was positive in some cases in arterial endo-
thelial cells and in the mesangial areas of glomeruli, although
intensity was not evaluated in this study.

Regarding C5b-9 staining, biopsies from patients experienc-
ing DGF showed more frequently high-intensity stain (67% ver-
sus 25%; P=0.043) and diffuse stain (85% versus 50%; P =0.052)
compared with the control group. Perimetral stain was found
only in biopsies from DGF patients (Figure 2).

C3d stain showed similar intensity in both DGF biopsies and
controls (80% versus 70%, P=0.143); however, diffuse staining
was more usually observed in biopsies from DGF patients (91%
versus 50% controls; P=0.049) and also perimetral (75% DGF
versus 50% controls; P =0.054) (Figure 2).

FH stain showed similar results. Biopsies from DGF patients
presented more frequently higher intensity staining than con-
trols (73% versus 25%; P =0.036), more diffuse staining (60% ver-
sus 25% controls; P=0.054) and only biopsies from DGF patients
presented perimetral stain (Figure 2).

Among the 12 patients with DGF, three (25%) never recov-
ered renal function, presenting all of them with A0-SC5b-9 >5%
and intense, diffuse and positive staining in >50% of tubular pe-
rimeter for C5b-9, FH and C3b. Five DGF patients had 1-year pro-
tocol biopsy, and three of them showed more extensive
interstitial fibrosis and tubular atrophy compared with biopsy
performed during DGF period: all of them presented high-
intensity and perimetral stain for C5b-9 and C3b staining. There
were heterogeneous findings regarding FH staining.
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Table 1. Comparison between DGF and non-DGF patients

Variables DGF (n=21) Non-DGF (n=38) P-value
Recipient age, mean * SD, years 63+11 56 +12 0.030
Donor age, mean * SD, years 66+ 14 57 +36 0.029
Recipient sex (male, %) 16 (76.2) 20 (52.6) 0.076
Recipients with hypertension, % 19 (90.4) 34 (89.4) 0.968
Recipients with DM, % 10 (47.6) 7 (18.4) 0.033
Pre-KT SC5b-9 levels, mean + SD, mAU/mL 6621 2201 5901 + 3049 0.303
Donor sex (male, %) 14 (66.6) 22 (61.1) 0.508
KDPI, mean = SD 84.8 £21.7 745+27.4 0.153
DCD, % 13 (61.9) 11 (28.9) 0.014
Time on dialysis prior to KT, median (IQR), months 19 (14-37) 20 (11-28) 0.454
CIT, median (IQR), h 11 (7-17) 12 (7-17) 0.951
Creatinine drop, median (IQR), days 11 (10-15) 2(1-3) <0.001
Previous KT, % 2(9.5) 5(13.1) 0.109
Immunosuppression induction, %
Thymoglobulin 0 1(2.7) 0.954
Others® 21 (100) 37 (97.3)
Renal replacement therapy, %
Haemodialysis 17 (80.9) 23 (60.5) 0.148
Peritoneal dialysis 4(19.1) 12 (31.6) 0.370
Preemptive KT 0 3(7.9) 0.545
12-month creatinine, mean + SD 1.78 = 0.61 1.35+0.30 0.001
Follow-up, median (IQR), months 11 (4.5-12.1) 12.1(8.9-12.2) 0.064
KDPI, Kidney Donor Profile Index.
“Basiliximab
Table 2. Comparative in renal function among DGF patients with AC5b-9 >5% compared with DGF and AC5b-9 <5%
A0-7 C5b-9 <5% (n=5) A0-7 C5b-9 >5% (n=16) P-value
3-month creatinine 2.13+1.07 2.34+0.58 0.215
6-month creatinine 1.91+0.96 2.33+0.58 0.081
12-month creatinine 211+1.85 2.37£0.74 0.045
24-month creatinine 1.50+0.58 3.20+1.96 0.020
A
15000 — nonDGF DGF **
£ NS
?( 10000 + _
3
Q
5000 - © Basal
2 O Day 7
1 1 1 1 1 1
Basal Day 7 Basal Day 7 nonDGF DGF

FIGURE 1: Individual plasmatic SC5b-9 levels at Days 0 and 7 after KT among DGF and non-DGF patients (A), and plasmatic SC5b-9 levels expressed as mean * SD (B).
Data from 38 patients in the non-DGF group, 21 patients in the DGF group. NS, not significant. **P =0.006.

DISCUSSION

This study shows that I/R injury activates complement system
as reflected both by the increase of SC5b-9 levels and the local
deposition of complement system fractions C5b-9, C3b and reg-
ulator FH in tubular epithelial cells basal membrane. We ex-
cluded patients who suffered from acute rejection since our aim
was to evaluate the association between I/R injury and DGF
caused mainly by complement system proteins fractions. To

our knowledge, this is the first study that evaluates jointly the
SC5b-9 levels increase and C5b-9, C3d and FH stain in KT
patients.

Some studies have established complement’s critical role in
post-transplant I/R injury [8, 20, 21]. Previous studies from our
group reported a relationship between higher SC5b-9 levels and
histologic C5b-9 deposits with the severity of AKI, including a
small group of KT recipients with DGF [16, 22]. However, the in-
dependent impact of SC5b-9 with levels by multivariate analysis
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and pre-KT SC5b-9 levels were lacking in this study. Blogowski
et al. [14] showed an increase in C5b-9 since the first minute af-
ter reperfusion in those patients that lately developed DGF, but
they did not evaluate C5b-9 levels after the first 5min. de Vries
et al. [15] reported a transient increase in C5b-9 levels only the
first seconds after reperfusion in brain-deceased and cardiac-
death donor KT recipients, but not in living donor KT. The rela-
tionship between C5b-9 levels increase and DGF was not evalu-
ated in this study.

Our data show that the complement cascade activation in
the form of the increase of lytic C5b-9 fraction levels during the
first week after KT was clearly increased in patients with DGF.
Additionally, we found that those patients with DGF that expe-
rienced higher SC5b-9 increase presented more frequently
worse graft function at 1 and 2years and longer DGF duration.
Similar to our results, in the study abovementioned from
Blogowski et al. [14], authors also reported worse graft function

Table 3. Multivariate lineal regression analysis to evaluate the asso-
ciation between SC5b-9 level increase and DGF

OR (95% CI) P-value
AC5b-9 % 1.030 (1.054-1.007) 0.009
KDPI 1.014 (0.987-1.041) 0.312
Donor age (years) 1.013 (0.965-1.064) 0.336
DM (recipient) 1.504 (0.364-6.222) 0.573
DCD 4.285 (1.066-17.23) 0.040

Data from two independent models for evaluating the impact of increase C5b-9
increase (AC5b-9%) in DGF. One model was adjusted for KDPI score and the other
one for donor age. Other variables included in the model were: recipient age,
history of DM and DCD type. KDPI, Kidney Donor Profile Index; OR, odds ratio.

Controls DGF

C5-b9

C3d

FH

Activation of final complements components in DGF | 5

in patients with higher C5b-9 increase after reperfusion, but the
relationship between DGF duration and C5b-9 increase was not
evaluated in this study.

To support the finding of complement activation in DGF
cases, we also evaluated C5b-9, C3d and FH deposition in kidney
biopsies from DGF patients. We found the presence of positive
linear C5b-9, C3d and FH staining in tubular epithelial cell basal
membrane. C5b-9 and FH stains were clearly more intense,
more extensive and with higher perimeter staining in kidney bi-
opsies from DGF patients compared with protocol biopsies from
kidneys without signs of renal dysfunction or rejection. C3d
stain showed similar intensity in both groups, but similar to
C5b-9 and FH staining, biopsies from DGF patients showed
more extensive and higher perimeter staining than controls.
Previous studies from our group reported comparable findings
in AKI biopsies that included a number of KT biopsies with DGF.
Rodriguez et al. [16] reported a larger number of tubules with
C5b-9 deposition and strong intensity for FH staining in AKI
patients. This study stained the samples in fixed paraffin sec-
tions, and a different FH stain pattern with a tubular cytoplas-
mic distribution was noted. In our study, detection technique
on frozen sections showed FH linear staining in the basal tubu-
lar membrane, with a similar pattern to C5b-9 and C3d staining,
probably reflecting a more antibody specificity. As mentioned
before, FH plays a fundamental role in complement regulation
in soluble phase, helping to the decay and inactivation of C3b
by Factor I and avoiding the additional deposition of C3b frag-
ments and subsequent C5 convertase formation on cells surfa-
ces [23]. However, this protective role seems insufficient to stop
the complement damage in I/R injury [24]. The C3d is a cleavage
product from C3b and its deposit reflects local activated com-
plement. The fact that we found almost the same histological

High intensity Diffuse Perimetral
stain stain stain
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3 67
2 6/
S s0f s0 29 sof
m
= |0 1
0 s 0 - oL oLl
100 100F 91 100
2 7003 &
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m
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100 1001 100
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I Controls
O DGF

FIGURE 2: C5b-9, C3d and FH markers for complement activation in biopsies from KT patients with DGF and 1-year protocol biopsies without tissue damage as the con-
trol group. C5b-9, C3d and FH were evaluated in the tubular compartment using immunohistochemistry and semi-quantitative scoring. DGF biopsies showed more fre-
quently high-intensity staining (stain visible at or less than x 10 magnification) for C5b-9 and FH than controls. C3d high intensity-stain was similar between DGF and
controls. DGF biopsies showed more frequently diffuse staining (>50% of tubules) than controls. DGF biopsies also showed more frequently perimetral staining (posi-

tive staining in >50% of tubular perimeter) for C5b-9, C3d and FH than controls.
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pattern of C3d, C5b-9 and FH in biopsies from the DGF group
confirms a local complement activation in these patients.
Otherwise, DGF patients with worse outcomes, such as never
renal function recovery or more fibrosis in 1-year protocol biop-
sies, had more intense and diffuse staining. However, the small
sample in this subgroup limits the interpretation and extrapola-
tion of these results.

To our knowledge, this is the first study that correlates
SC5b-9 levels increase during the first week after KT with DGF
duration and more interestingly, medium-term renal function.
According to this finding, AC5b-9 (0-7) may be considered as a
promising marker to DGF severity. In addition, possible
complement-dependent DGF cases might benefit from treat-
ment with complement inhibitors.

A reasonable concern about our findings could be the influ-
ence of haemodialysis or glomerular filtration rate in SC5b-9
levels. Some studies reported that complement proteins (in-
cluding C5b-9) might increase due to blood-membrane contact
in the dialyser [25, 26]; however, this reaction is not described
with the modern membranes wused in our patients.
Furthermore, we did not find differences between baseline lev-
els in patients on haemodialysis before KT, peritoneal dialysis
or preemptive KT patients, so it is unlikely that treatment with
haemodialysis could have significantly influenced our results.
Regarding influence by effective glomerular filtration rate, we
did not find differences in SCS5b-9 levels between non-DGF
patients with different creatinine serum values at Day 7 after
KT.

The limitations of our study are derived from its single-
centre and small sample size, with a number of cases that
needed to be excluded due to missing blood sample for C5b-9
determination. We believe that the exclusion of the patients
with missing samples was not associated with any recipient or
donor characteristics and thus should not bias our results.
Other limitations were the exclusion of KT from living donors
and uncontrolled cardio-circulatory death donors; the reason
for excluding this patient was the under representation of these
groups in the global sample. In addition, the small sample size
even could reduce the statistical power of the multivariable lin-
ear regression analysis.

In conclusion, complement activation during the peritrans-
plant period could be related to the severity of graft injury and
the presence of DGF. Therefore, the determination of C5b-9 lev-
els could be wuseful to identify patients with possible
complement-dependent graft injury that might benefit from
complement inhibitor therapies. Additional studies are needed
to improve the diagnostic accuracy from this marker.
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Abstract: The role of C5a receptors (C5aR1 and C5L2) in renal ischemia-reperfusion injury (IRI) is
uncertain. We generated an in vitro model of hypoxia/reoxygenation with human proximal tubule
epithelial cells to mimic some IRI events. C5aR1, membrane attack complex (MAC) and factor H
(FH) deposits were evaluated with immunofluorescence. Quantitative polymerase chain reaction
evaluated the expression of C5aR1, C5L2 genes as well as genes related to tubular injury, inflammation,
and profibrotic pathways. Additionally, C5aR1 and C5L2 deposits were evaluated in kidney graft
biopsies (KB) from transplant patients with delayed graft function (DGF, n = 12) and compared with
a control group (1 = 8). We observed higher immunofluorescence expression of C5aR1, MAC and FH
as higher expression of genes related to tubular injury, inflammatory and profibrotic pathways and
of C5aR1 in the hypoxic cells; whereas, C5L2 gene expression was unaffected by the hypoxic stimulus.
Regarding KB, C5aR1 was detected in the apical and basal membrane of tubular epithelial cells,
whereas C5L2 deposits were observed in endothelial cells of peritubular capillaries (PTC). DGF-KB
showed more frequently diffuse C5aR1 staining and C5L2 compared to controls. In conclusion,
Cb5aR1 expression is increased by hypoxia and IR, both in vitro and in human biopsies with an acute
injury. C5L2 expression in PTC could be related to endothelial cell damage during IRI.

Keywords: kidney transplant; ischemia-reperfusion injury; delayed graft function; complement
system; C5a receptors

1. Introduction

Organ injury because of ischemia followed by reperfusion is a major clinical problem.
Renal ischemia-reperfusion injury (IRI) is the most common cause of acute kidney injury
after renal transplantation [1]. The pathophysiology of IRI is characterized by three different
processes: neutrophilic infiltration, reactive oxygen species formation, and innate immune
activation [2-5]. Regarding innate immune activation in renal IRI, complement activation
plays a critical role [6,7]. It may occur through three different pathways (classic, alternative,
or lectin) due to the interaction with antibodies, pro-inflammatory proteins, or mannose-
binding lectin fragments [8-10]. Regardless of the mechanism, complement activation
leads to the generation of the terminal panel of complement anaphylatoxins C3a, C5a, and
C5b-9-membrane attack complex (MAC) that can enhance the recruitment of inflammatory
cells and intensify cellular lysis within the site of tissue/organ injury. MAC and FH'’s
role in IRI after kidney transplant (KT) has been described in previous studies [11-15].
However, the role of C5a receptors during IRI in human tissues is less known. C5a is one
of the most potent inflammatory mediators, which induces leukocyte chemotaxis, activates
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leukocytes and endothelial cells, and drives the production of inflammatory mediators.
Cb5a binds to two receptors, named C5aR1 and C5aR2 (also known as C5L2) [16]. Several
studies reported the critical role of the C5a/C5aR1 interaction-mediated inflammation in
the pathogenesis of renal injury [17-19].

Nevertheless, the function of C5a/C5L2 interactions in the inflammatory process and
its involvement in pathophysiology is controversial. Although opposite anti-inflammatory
and pro-inflammatory effects have been reported, this seems to rely on different method-
ologies, such as disease models and cell types [20]. C5aR1- and C5L2-knockout mice have
shown a protective effect from IRI, with less fibrosis and better tubular regeneration [21,22].
Up to date, only a previous study has addressed the evaluation of C5aR1 and C5L2 ex-
pression in KT patients without conclusive results. In a small number of patients, Van
Werkhoven et al. were unable to find differences between C5aR1 or C5L2 expression in
kidney biopsies obtained pre-donation from kidney living donors and post-transplant
kidney biopsies showing acute tubular necrosis [23].

In recent years, Ca-receptor inhibitor drugs have been developed and are being
used in other kidney pathologies in which complement also participates [24]. Expanding
the knowledge about the role of C5a receptors in IRI in kidney transplants is essential to
consider the usefulness of these drugs in this setting.

Our study aimed to evaluate the role of C5aR1 and C5L2 during IRI in an in vitro
human cell model of hypoxia/reoxygenation and post-transplant kidney biopsies with
ischemic injury.

2. Methods
2.1. Cell Culture

HK-2, an immortalized proximal tubular epithelial cell (PTEC) line derived from
normal kidneys, was employed for in vitro studies The HK-2 cell line was obtained from
Dr. Lopez-Novoa. Cells were cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS), 1% P/S, 1% glutamine and 1% ITS (insulin—transferrin—selenium) under
normal conditions (air O, and 5% CO; at 37 °C). Products were purchased from Biowest
(Nuaillé, France) and Life Technologies (Waltham, MA, USA). Subconfluent cells were
cultured for 48 h in normal conditions and, after changing cell media, for 48 h more either
under normal conditions or under hypoxic conditions (1% O, and 5% CO, at 37 °C), based
on the previous model [25]. After this time, the cell medium was replaced and incubated for
30 min under normal conditions. Throughout the reoxygenation period, the cell medium
contained 10% heat-inactivated FBS or 10% human serum (NHS, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), according to the study group. As a result, the experimental conditions were as
follows: (i) normoxia + 10% FBS (N+FBS), (ii) normoxia + 10% NHS (N+NHS), (iii) hypoxia
+ 10% FBS (H+FBS) and (iv) hypoxia + 10% NHS (H+NHS).

For immunofluorescent protein detection, the same experiments were performed on
sterilized glass coverslips on 6-well plates. After incubations, cells were washed with
PBS, fixed in 2% PFA for 15 min and permeabilized at —20 °C in methanol for 5 min
more. Primary antibodies against C5b-9 (#HM2167, clone 6G3, Hycult Biotech, Uden, The
Netherlands) (mAb 1:2000), factor H (clone 214, courtesy of Dr S Rodriguez de Cérdoba,
CSIC) (mAb 1:2000), C5aR (#HM?2094, clone S5/1, Hycult Biotech) (mAb 1:50) and f3-
actin (#A1978, Sigma-Aldrich) (mAb 1:6000) were diluted in 1.5% BSA and incubated at
room temperature for 1 h. Secondary antibodies coupled to AlexaFluor® 489 or 549 (Life
Technologies, Waltham, MA, USA) (1:2000) were used to localize proteins. Coverslips were
mounted on glass slides using Mowiol/DABCO+DAPI solution (all from Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA).

Cell staining was evaluated with an upright Nikon Ni-e microscope (Amsterdam,
Netherlands). The intensity of the staining was measured with Image J software v1.51j8
(Bethesda, MD, USA), and results were expressed as arbitrary units of fluorescence (AUF)
per cell after counting the number of nuclei per area, as previously published [26,27].
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For gene expression, cells grown in monolayer after the reoxygenation period were
collected with cell scrapers and washed in PBS at 300 g for 5 min. Pellets were kept frozen at
—80 °C in TriPure isolation reagent (Roche, Manheim, Germany) until total RNA extraction.
RNA quantity and purity were analyzed with NanoDrop (ND-1000 V3.3, Waltham, MA,
USA). First-strand cDNA was synthesized from 0.5 ug of RNA using the high-capacity
cDNA reverse transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) incubated
10 min at 25 °C, 120 min at 37 °C and 5 min at 85 °C. Real-time PCR was performed in the
LightCycler® 480 System (Roche, Manheim, Germany) using SYBR Green I Master mix and
the AACp method for relative quantification was used with PPIA gene normalization. The
sequences of primers were the following;:

C5aR1: 5'-CACCAAGACACTCAAGGTGGT-3'; 5'-ATTATCCCCGTCACCTGGTAG-3

C5L2: 5'-ATGGAGGTGTAGGCTGGAGAG-3'; 5'-CTATGCCTGAAGCCAGTCTTG-3'

Col1A1: 5'-AGTACTGGATTGACCCCAACC-3'; 5’-GTACACGCAGGTCTCACCAGT-3

Vimentin: 5'-TCAATGTTAAGATGGCCCTTG-3'; 5-GCAGAGAAATCCTGCTCTCCT-3

CD59: 5'-GCCTTCATCCCTAAGTCAACAC-3'; 5'-TTAGAATGTGGCAGCAAGAGAA-3

Kim1: 5'-GCTTTGCAAAATGCAGTTGA-3'; 5'- GGGTCTTAGTCCGTGGCATA-3/

PPIA: 5'-GACCCAACACAAATGGTTCC-3; 5'-TTTCACTTTGCCAAACACCA-3

2.2. Kidney Biopsies

We evaluated the C5aR1 and C5L2 deposits in kidney biopsies from KT patients with
delayed graft function (DGF), defined as dialysis needed during the first week after KT,
and evidence of acute tubular damage in the biopsy (n = 12). Eight patients with one-year
protocol graft biopsies with stable creatinine serum values since transplantation, without
proteinuria, anti-HLA antibodies, or histological signs of renal dysfunction or rejection
served as controls.

The mean time between KT and kidney biopsy for DGF was 15 days (IQR 10.7-29).
Biopsies from controls were performed 12 months (IQR 12-16) after KT.

Immunohistochemistry

Frozen samples in OCT (Optimal Cutting Temperature compound) stored at —80 °C
were available for the study. 6 um cryostatic sections were mounted onto Superfrost® glass
slides (Waltham, MA, USA). After drying at room temperature, we fixed the samples in 10%
buffered formalin for 10 min. After PBS washing, 3% goat serum in PBS was used to block
nonspecific binding sites for 1 h. Primary antibodies against C5aR1 (#M2094, Hycult
Biotech) (mAb 1:10) and C5aL. (#HP9036, Hycult Biotech) (pAb 1:25) were then incubated
for one hour more. Blocking solution was employed as diluent. Secondary antibodies
conjugated with HRP-labeled polymer (Dako, Glostrup, Denmark) were incubated for 1 h.
After this, we visualized the proteins with The EnVision® System-HRP (Dako, Glostrup,
Denmark). Sections were counterstained with hematoxylin, dehydrated in graded alcohols,
and mounted with DPX (Dibutylphthalate Polystyrene Xylene) mounting media. Samples
were histologically evaluated by two independent observers (CA-C and JG) in a blinded
manner using a semiquantitative method based on the percentage of stained tubules or
capillaries. This method was used and validated in previous studies from our group [13].
Regarding C5aR1 staining, we considered “minimally or focal positive staining” as positive
staining in less than 50% of all tubules from the slide and “diffuse staining” as positive
staining in more than 50% of tubules.

Regarding C5L2 staining, we applied the same method for C4d staining according
to the Banff group criteria [28]. This means “minimally positive” when positive staining
in less than 10% of all peritubular capillaries, “focally positive staining” when positive
staining in 10-50% of all PTC, and finally “diffusely positive” for positive staining in more
than 50% of all PTC.

The intensity of staining was graded as 0 (no staining), +1 (staining visible at 40 x
magnification), +2 (at 20x), +3 (at 10x), and finally +4 (at 2-4x). We considered “high-
intensity” as staining visible at or below 10x magnification (+3 or +4).
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2.3. Statistical Analysis

We reported continuous variables with a normal distribution as mean and standard
deviation; if variable distribution deviated significantly from normality, we reported
median and interquartile range (IQR).

We used the Mann—-Whitney U test to compare the means of continuous variables and
the chi-squared test to analyze categorical data. A p-value (two-tail) < 0.05 was considered
statistically significant.

All analyses were performed using SPSS V 25.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. Results
3.1. Expression of MAC and FH-Related Proteins in HK-2 Cells

To establish an in vitro model for hypoxia/reoxygenation injury on PTEC, we cultured
HK-2 cells under normoxic or hypoxic conditions. Data from five different experiments
with the same conditions were analyzed.

The highest mean intensity value for MAC expression was observed in H+NHS cells,
followed by H+FBS cells. We did not find significant differences between these two groups
(p = 0.588). H+NHS cells showed higher MAC intensity values when compared with
N+FBS cells (p = 0.005) and with N+NHS cells (p = 0.030). We did not find statistical
differences between H+FBS cells and N+NHS cells. H+FBS cells showed higher values
than N+FBS cells (p = 0.021). Finally, we detected a significantly higher MAC expression in
N+NHS cells compared with N+ FBS cells (p = 0.002; Figure 1).

Regarding FH, similarly to MAC, the highest mean intensity values were observed
in H+NHS cells, followed by H+FBS cells. However, H+NHS cells showed higher values
when compared with H+FBS cells (p < 0.023). The FH mean intensity values in H+NHS
cells and H+FBS cells were higher than all the other experimental conditions. In normoxic
cells, FH mean intensity values were higher in the N+NHS cells compared with N+FBS
cells (p = 0.037; Figure 1).

N+ NHS H + FBS H+ NHS

Figure 1. Cellular distribution of membrane attack complex (MAC) and factor H (FH). HK-2 under normoxic or hypoxic

conditions for 48 h and later reoxygenated for 30 min with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) or 10% normal

human serum (NHS). Two-color immunostaining was performed with MAC (green) and 3-actin (red) and with FH (green)

and -actin (red), respectively. Nuclei were visualized by DAPI (blue) (scale bar: 50 um). The intensity of the staining was

expressed as arbitrary units of fluorescence (AUF) per cell. All analyses were performed in a blinded fashion. Data come

from 5 different experiments. Data were shown as mean + SEM and analyzed by the Mann-Whitney test. The experimental
conditions were: normoxia + 10% FBS (N+FBS), normoxia + 10% NHS (N+NHS), hypoxia + 10% FBS (H+FBS) and hypoxia +
10% NHS (H+NHS). * p < 0.05 vs. normoxia + 10% FBS condition. $ p < 0.05 vs. N+NHS, # p < 0.05 vs. H+FBS. N: normoxia,

H: hypoxia.
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3.2. Gene Expression in HK-2 Cells

The C5aR1 gene expression was higher in hypoxic cells than in normoxic (p = 0.001 vs.
N+FBS; p = 0.005 vs. N+NHS cells). Cells exposed to hypoxia+NHS showed the highest
gene expression values. However, they were similar to the values found for H+FBS cells
(p = 0.155), indicating a strong influence of the oxygen deprivation period. Regarding C5L2,
only cells exposed to 10% NHS increased the expression of this gene, independently to
normoxic or hypoxic conditions (Figure 2).
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Figure 2. Gene expression of C5aR1, C5L2, complement regulators, an inflammatory and profibrotic gene from in vitro
ischemia-reperfusion injury (IRI) model. Quantitative real-time RT-PCR for analyzing C5aR1, C5L2, CD59, KIM-1, Cola-
genlA1l, and Vimentin was performed in HK-2 cells collected after a reoxygenation step from the IRI model. Gene expression
was expressed as relative gene expression vs. PPIA. Data were shown as mean + SEM and analyzed by the Mann-Whitney
test. * p < 0.05 vs. normoxia + 10% FBS condition. $ p < 0.05 vs. N+NHS, # p < 0.05 vs. H+FBS.

Gene expression for complement regulator CD59 was higher in hypoxic cells when
compared with normoxic cells, independently to 10% NHS addition (Figure 2).

Kidney injury molecular 1 (KIM-1) gene expression was also higher in hypoxic cells
when compared with N+FBS cells (p = 0.016 to H+NHS and p = 0.006 to H+FBS) (Figure 2).

Pro-fibrotic, Collagen A-1 and vimentin gene expression were increased in both
H+NHS and H+FBS cells when compared with N+FBS. No differences were found between
normoxic nor hypoxic cells, independently of the addition to NHS (Figure 2).

3.3. Expression of C5aR1 Protein in HK-2 Cells

We assayed C5aR1 protein localization by immunofluorescence stain in our hy-
poxia/reoxygenation model. We analyzed the data from three different experiments in the
same condition described above. We detected a significant increase of C5aR1 expression in
the H+NHS cells compared with N+FBS cells (p = 0.049). The N+NHS and H+FBS cells also
tended to express more C5aR1 protein than the N+FBS cells. However, these differences
were not statistically significant (Figure 3).
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3.4. Immunohistochemistry for C5aR1 andC5L2 in Kidney Tissue Samples

We studied twelve kidney biopsies from patients with DGF and acute tubular
damage and eight kidney biopsies from controls. The global sample’s median age was
61.0 £ 10.5 years; they were predominantly males (75% vs. 16.7%). Basal characteristics
were similar between DGF and the control group (Table 1). We found a higher serum
creatinine value at 12 months after transplantation in the group with DGF compared with
controls (2.16 mg/dL vs. 1.14 mg/dL; p = 0.004). None of these patients had a prior history
of eventual glomerulopathies related to complement alterations.

Table 1. Baseline characteristics of DGF and controls patients.

Controls DGF

(1 =8) (o =12) p-Value

Age at transplantation (y, mean + SD) 55.1 £9.97 60.9 +10.23 0.219
Donor age 56.0 +9.81 64.3 +11.55 0.185
Recipient sex male (1, %) 4 (50) 11 (92) 0.088
History of DM (1, %) 2 (25) 6 (50) 0.160
History of hypertension (1, %) 7 (87.5) 12 (100) 0.191
Pretransplant hemodialysis (1, %) 4 (50) 10 (83) 0.116
Donor Type (11, %) 0.260
DBD 6 (75) 6 (50)

DCD 2 (25) 6 (50)

12-month creatinine mg/dL (mean + SD) 1.14 +£0.27 216 £1.11 0.004
Cold ischemic time (hours, mean =+ SD) 10.6 - 6.86 15.3 + 6.81 0.076

DGE delayed graft function; SD, standard deviation; DM, diabetes mellitus; DBD, donor after brain death; DCD,
donor after cardiac death.

We detected C5aR1 deposits in either the apical or the basal regions of the tubular
epithelial cell membrane. No lateral membranous nor cytoplasmic staining was detected
in tubular cells. We did not observe positive staining of other renal structures such as
glomeruli or vessels.

Renal biopsies from patients experiencing DGF showed more frequently diffuse-
positive staining (44% vs. 13%; p = 0.048) of both proximal and distal tubules, whereas
C5aR1 staining in sample controls was minimally or focally positive and was located
predominantly in distal tubules (Figure 4).

We observed C5L2 staining in the endothelium of peritubular capillaries. Diffusely
positive staining was only observed in samples from patients experiencing DGF (67% vs.
0%; <0.001; Figure 4).
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Figure 4. C5aR1 and C5L2 stain in biopsies from kidney transplantation (KT) patients with DGF and one-year protocol

biopsies without tissue damage as a control group. C5aR1 and C5I2 were evaluated in the tubular compartment using

immunohistochemistry and semiquantitative scoring. CbaR1 stain was observed in the apical and basal side of the

membrane from tubular epithelial cells, while C5L2 deposit was observed in the endothelium from peritubular capillaries.
DGF biopsies showed more frequently diffuse staining (>50% of tubules or PTC) for both C5aR1 and C5aL2 than controls.

4. Discussion

In the present study, renal proximal tubular epithelial cells (PTEC) in culture show
that hypoxia/reoxygenation activates the complement system, as reflected by protein
expression of the final complement pathway’s effector MAC and the relevant complement
regulator FH. Moreover, we find an increased gene and protein expression of C5aR1 in
hypoxic cells and diffuse and intense deposits of C5aR1 in tubular epithelial cells from KT
biopsies of patients with DGF. Our results show that C5L2 expression appeared not to be
related to hypoxia and only observed in the endothelium of peritubular capillaries but not
in tubular epithelial cells. To our knowledge, this is the first study evaluating jointly the
gene expression of C5aR1 and C5L2 in PTEC undergoing hypoxia/reperfusion and their
protein expression in KT biopsies with acute tubular damage.

IRI is one of the most important causes of DGF after kidney transplantation (KT) [29], a
form of acute tubular injury that negatively impacts graft outcomes [29-32]. Renal proximal
tubular epithelial cells located at the corticomedullary zone are relatively susceptible to IRI
and identified as one of the main targets of complement activation [25]. The main pathway
responsible for complement activation during IRI in humans remains unclear [8]. For this
reason, we focused the study on final complement fractions, MAC, and C5a to delineate
the process of their activation in the context of renal ischemia/reperfusion injury.

We detected increased MAC and FH protein deposits by immunofluorescence in PTEC
after hypoxic stress, independently of human serum addition. These results suggest a
local production of MAC and FH from HK-2 cells during hypoxia/reoxygenation in our
model. This finding is in concordance with previous studies using this cell line, reporting
the production of different complement components, including MAC and FH. We are
the first to report the expression of C5a receptors in an experimental model using HK-2
cells. Although previous works described the role of MAC and FH in IRI, they mostly
were on animal models [15,17,33,34]. Our group formerly reported a relationship between
increased plasmatic MAC levels and histological MAC and FH deposits and the sever-
ity of acute kidney injury in either native and transplanted kidney [13]. However, the



J. Clin. Med. 2021, 10, 974

9of12

relationship with C5a receptors at that time was not studied. In the present study, we
detect the increased expression of the C5aR1 in tubular cells under hypoxia/reoxygenation
conditions. These experimental data are confirmed when we detect C5aR1 deposits in
tubular epithelial cells from kidney biopsies. C5aR1 deposits are observed both in controls
and in biopsies of patients who underwent DGF; however, these deposits are expressed
more diffusely, affecting both proximal and distal renal tubules in those samples with
evidence of acute renal damage, which could reflect a greater activation of the complement
in these patients. Contrary to C5aR1, the gene expression of C5L2 in tubular epithelial
cells appears to be only regulated by the presence of human serum. We could not find any
influence of hypoxic stimuli, neither with the expression of pro-inflammatory nor with
the expression of profibrotic genes in our in vitro model. Other investigators evaluated
renal C5aR1 under diverse inflammatory conditions, and they reported its expression in
both proximal and distal tubule [35,36]. In immune cells, C5L2 is expressed alongside
C5aR1, and it is thought to serve as a decoy receptor for Cba, thereby counterbalancing
C5aR1-initiated responses [37,38]. Both C5aR1 and C5L2 expression have been found in
non-immune tissues as well, such as tubular cells [39]. Thus, several studies based on
murine models reported protection against IRI, with less inflammatory infiltration and
fibrosis when the expression of C5aR1 or C5L2 [21,22] was knockdown. As we mentioned
above, the role of C5a receptors in IRI is described in several animal models. However,
there is evidence indicating relevant differences between the complement system’s func-
tioning between mice and humans. On one hand, murine models reflect that activation
of the complement system during IRI occurs almost exclusively through the alternative
pathway with the lectin pathway’s possible participation. These results are not clearly in
studies carried out in humans, in which even the participation of the classical pathway is
described [25]. Furthermore, human studies with complement inhibitors, based on murine
models, have not shown goods results in terms of protection against IRl damage [8]. For
these reasons, extrapolating the results from murine models to humans should be done
with great caution. These discrepancies and the growing number of complement inhibitor
drugs currently developing [40] make it essential to know the complement components
involved in ischemia-reperfusion damage in humans.

Prior to our work, only one previous study evaluated the role of C5a receptors in
kidney transplant biopsies. Van Werkhoven et al. [23] assessed the expression of renal
C5aR1 and C5L2 in biopsies from living donors and patients suffering from acute tubular
necrosis (ATN), acute cellular and vascular rejection and interstitial fibrosis and tubular
atrophy (IF/TA). The authors reported C5aR1 and C5L2 expression predominantly in
the distal tubule at the epithelial cell basal membrane but in different regions. C5aR1
was mainly expressed in the thick ascending limb of Henle’s loop, and C5L2 expression
was predominantly in the distal convoluted tubule. Double staining of C5aR and C5L2
revealed the expression of these two receptors to be almost mutually exclusive. In this
work, the intensity of renal C5aR1 expression was comparable between normal biopsies
obtained from living donors and post-transplant biopsies (ATN, acute rejection, and IF/TA).
However, in Van Werkhoven's study, the extension of the staining was not evaluated. We do
not detect apparent methodological differences that may explain the different histological
patterns reported in their study compared with our results. These differences could be
related to different clinical profiles between the two cohorts. Unfortunately, the lack of
sufficient clinical information does not allow us to make this comparison.

Nevertheless, ischemia does not exclusively lead to alterations of epithelial cells, also
causing interstitial inflammation and interstitial microvasculopathy [41]. Even though
renal hypoperfusion mainly induces functional and structural alterations of the tubu-
lar epithelium, some studies pointed towards the role of postischemic endothelial cell
dysfunction (ED) in peritubular capillaries as a crucial perpetuating factor of prolonged
kidney malfunction [42,43]. This microvasculopathy is characterized by cell swelling, in-
creased paracellular and transcellular endothelial permeability, and increased endothelial
expression of different cell adhesion molecules. Among those molecules are P-selectin,
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E-selectin, and ICAM-1, which mediate leukocyte-endothelial interactions, a prerequisite
for transvascular leukocyte migration. In this line, an experimental study performed by
Thorenz et al. [22] reported immune cells expressing both receptors C5aR1 and C5L2 in
the perivascular space of large vessels, and receptor-positive immune cells surrounded the
vessels and tubules after IRI. Furthermore, the peritubular capillary network’s integrity
was significantly better in C5aR2 knockout mice after IRI, indicating a role of C5a receptors
in the vasculopathy induced after ischemic injury

For these reasons, we believe that C5L2 deposits in peritubular capillaries could be a
marker of interstitial microvasculopathy due to DGFE. To our knowledge, this is the first
study that describes the presence of C5L2 deposits in peritubular capillaries of kidney
biopsies from patients experiencing DGF.

Our work has some limitations. First, the lack of specific functional studies does not
allow us to establish a direct cause—effect mechanism between complement activation and
stimulation of inflammatory or profibrotic pathways. However, we firmly believe that the
design of our hypoxia-reoxygenation model covering different experimental situations
shows an evident relationship. On the other hand, the limited number of kidney biopsies
makes it challenging to explore the relationship between different histological patterns and
other predictive variables like cold ischemic time, graft function, or transplant survival.

In conclusion, our hypoxia/reoxygenation injury model proves to be reliable to eval-
uate the role of the complement system during this process. We report relevant data
regarding the role of C5aR1 and C5L2 during IRI in humans, information underrepresented
in the literature available to date, which is based mainly on murine models. We found
a clear relationship between IRI and a higher expression of both MAC and C5aR1. The
higher expression of MAC and C5aR1 was related to complement regulators’ activation,
pro-inflammatory and profibrotic markers. These findings are in concordance with the
presence of extensive deposits of C5aR1 in the tubular cell membrane of biopsies with
acute tubular injury, which is nothing else than the clinical manifestation of IRI. We do
not detect a direct implication of C5L2 in tubular damage during IRI; however, it could
reflect endothelial activation in patients with DGF. Despite this exciting finding, additional
studies, including hypoxic endothelial models, are necessary to confirm this hypothesis.
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5. RESULTADOS GLOBALES

Para evaluar el impacto de la FRI en la supervivencia del injerto renal,
analizamos 601 trasplantes renales en 570 pacientes, de los cuales 226
(37%) presentaron FRI. La presencia de FRI se asocid6 de forma
independiente con mayor riesgo de pérdida global del injerto (HR 1.75.
p=0.010) y mayor riesgo de pérdida del injerto censurada por muerte del
paciente (HR 1.96, p= 0.023). Esta tendencia se mantuvo tras incluir o
excluir los pacientes que presentaron rechazo agudo. Ademads, valoramos la
interaccion entre la FRI y las caracteristicas del donante, recogidas en el
score KDPI (Kidney Donor Profile Index). Aunque no observamos
diferencias en el valor de KDPI entre los casos con FRI y no FRI, el
analisis de supervivencia utilizando la curva de Kaplan-Meier mostré una
peor supervivencia en los pacientes con FRI y KDPI >85%.

Posteriormente evaluamos la accidon del sistema del complemento a través
de la determinacion de los niveles de la fraccion soluble del complejo de
ataque de membrana (MACs) en un subgrupo de pacientes con FRI.
Incluimos 59 pacientes en el andlisis de los cuales 21 pacientes (35.6%)
presentaron FRI y 38 (64.4%) funcion renal inmediata. No se observaron
diferencias significativas en los niveles basales entre los pacientes con y sin
FRI (662142201 mAU/ml vs 5901+3049 mAU/ml, p=0.30). Los pacientes
con FRI presentaron un aumento significativo de los niveles de MACs el
dia 7 post trasplante respecto a los valores basales (6621+2202 mAU/L vs
9625+4142 mAU/L; p=0.006), mientras que los valores de MACs
permanecieron estables en los pacientes sin FRI (5902+3049 mAU/L vs
6178+£2882mAU/L; p=0.686). El porcentaje de aumento entre el nivel basal
y el nivel al dia 7, mostrd6 una buena capacidad para discriminar entre

pacientes con y sin FRI, con un area bajo la curva de 0.78 (p<0.001),
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sensibilidad 81% y especificidad 66%, para un punto de corte de 5%. Este
valor, ademas, se asocid con una FRI mas prolongada (>10 dias) y peor
funcién renal a los 12 y 24 meses después del trasplante.

A continuacion, evaluamos si este aumento de MAC en plasma se traducia
a nivel histologico, para ello realizamos un estudio de inmunohistoquimica
enzimatica en tejido renal mediante tincion con MAC, C3b y FH en 12
biopsias de pacientes con FRI y 4 controles. Las biopsias de pacientes con
FRI mostraron tincidén intensa en un mayor numero de tubulos que en los
controles, tanto para MAC (67% vs 25%; p=0.043) como para FH (73% vs
25%; p=0.036). Ademads, observamos que la tincion afectaba a un mayor
porcentaje del perimetro tubular (tincion positiva en >50% del perimetro
tubular) de MAC, C3b y FH. No observamos diferencias en intensidad de

la tincidn para C3b entre las biopsias con FRI y los controles.

En la poblacion con FRI, 3 pacientes (25%) nunca recuperaron funcion
renal, todos ellos presentaron un aumento de MACs>5% y tincién intensa y
difusa para MAC, FH y C3b. Ademas, 3/5 pacientes con FRI que tenian
biopsia de control un afio tras el trasplante, mostraron mayor grado de

fibrosis y atrofia tubular respecto a la biopsia inicial, todos tenian tincidon

difusa para MAC y C3b.

Finalmente, desarrollamos un modelo in vitro de isquemia-reperfusion con
c¢lulas tubulares proximales humanas inmortalizadas (HK-2), las cuales
fueron sometidas a 48 horas de hipoxia y 30 minutos de reoxigenacion e
incubadas con 10% de suero humano normal (NHS, Sigma) o 10% de suero
bovino fetal (FBS, Biowest) segun la condicion experimental. Las
condiciones experimentales incluidas en el estudio fueron: Normoxia +
10% FBS (N+FBS), Normoxia + 10% NHS (N+NHS), Hipoxia + 10%
FBS (H+FBS) e Hipoxia + 10% NHS (H+NHS).
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En este modelo, analizamos la intensidad de inmunofluorescencia de MAC
y FH en 5 experimentos diferentes. Se objetivo expresion de MAC y FH,
tanto en las células sometidas a hipoxia como en células normoxicas, sin
embargo, en estas ultimas la expresion fue minima. Las células sometidas a
hipoxia y re oxigenadas con NHS (H+NHS) fueron las que presentaron
valores mas altos de intensidad de fluorescencia tanto para MAC como FH,
seguida de las sometidas a hipoxia+FBS. Posteriormente evaluamos la
expresion génica de C5aR1 y C5L1, detectando que la expresion génica de
C5aR1 fue mayor en las células sometidas a hipoxia respecto a las células
normoxicas  (p=0.001 vs N+FBS; p=0.005 vs N+NHS),
independientemente de la adicion de NHS o FBS durante el reoxigenacion.
La activacion a nivel génico de C5aR1 en las células sometidas a hipoxia,
se confirm6 al analizar la expresion proteica de C5aR1 mediante
inmunofluorscencia, la cual también fue mayor en las células sometidas a
hipoxia, respecto a los controles. Respecto a C5L2, encontramos un
aumento de la expresion génica en aquellas células expuestas a NHS,
independientemente de si se habian sometido a hipoxia o normoxia
previamente. La expresion génica del regulador CDS59, asi como las de
KIM-1 (marcador de dafio renal), colageno tipo A-1 y vimentina
(marcadores de fibrosis) fueron mayores en las células sometidas a hipoxia
respecto a las que no estuvieron. Esta expresion fue independiente de la

adicion de NHS durante la reoxigenacion.

Finalmente, evaluamos los patrones histologicos de C5aR1 y C5L2 en
biopsias. Analizamos 12 biopsias de pacientes trasplantados renales con
diagnostico de funcion retrasada del injerto y las comparamos con biopsias
de 8 controles. Detectamos depositos de C5aR1 en el lado basal y apical de
la membrana de las células epiteliales tubulares, tanto de biopsias con FRI

como en controles, siendo esta tincioén difusa en las biopsias de pacientes
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con FRI (33% vs 12.5%). La tincion se observo tanto en tubulos
proximales como distales, mientras que, en los casos de tincidbn minima-
focal, se observo principalmente en los tubulos distales. La intensidad de la
tincion C5aR1 fue similar entre los casos con FRI y los controles. Respecto
a la tincidn C5L2, los depodsitos se localizaron en el endotelio de los
capilares peritubulares, sin observarse tincion en células tubulares. De
forma similar a la tincién para C5aR1, los depdsitos se observaron tanto en
biopsias de pacientes con FRI como en controles, pero solo las biopsias de
pacientes con FRI presentaron tincion difusa. De los 12 pacientes con
biopsia y FRI, 4 de ellos nunca recuperaron la funcion renal, todos ellos

presentaban tincion difusa para C5aR1 y el 70% para C5L2.
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6. DISCUSION

Los articulos incluidos en esta tesis se enmarcan dentro de un proyecto que
tiene como objetivo ampliar el conocimiento del papel del sistema del
complemento en el desarrollo de funcion retrasada del injerto renal, una
forma de dafio renal agudo, atribuido a la isquemia-reperfusion, y que

afecta el pronostico del trasplante.

El primer articulo analiza el impacto de la funcion retrasada del injerto en
los resultados del trasplante renal, y busca aclarar si este impacto es
dependiente del dafio isquémico. Ademas, evallia el impacto de la FRI
segin las caracteristicas del donante recogidas en el KDPI. El segundo
articulo se centra en evaluar el grado de activacion del complemento en
pacientes con FRI, tanto a nivel plasmatico como histologico, y su posible
implicacion prondstica. Finalmente, el tercer articulo profundiza en los
mecanismos celulares de la activacion del complemento y el dafio por
isquemia-reperfusion, haciendo énfasis en el papel de los receptores de

C5a, poco estudiados en este contexto.

Los avances alcanzados en los diferentes ambitos del trasplante renal se
han traducido en un aumento de la supervivencia tanto del injerto como del
paciente a corto plazo, sin embargo, estos mejores resultados no son tan
relevantes a largo plazo (76). Una de las posibles explicaciones es la
aparicion de complicaciones como la FRI, que continua afectando a un
porcentaje importante de los injertos procedentes de donantes fallecidos
(5). La frecuencia con la que se presenta la FRI, probablemente, esté
influenciada por los cambios que se han experimentado durante los ultimos
afios en el perfil de los 6rganos trasplantados en nuestro entorno, los cuales

provienen de donantes mas afiosos y con mas comorbilidades. Este perfil
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de morbilidad puede hacer més susceptibles a los rifiones trasplantados al

efecto deletéreo de la FRI.

En nuestro trabajo, analizamos el impacto de presentar FRI, en una cohorte
de 600 trasplantados renales, seguidos durante una media de 3 afios.
Registramos una incidencia de FRI del 37%. Los pacientes con FRI
presentaron peores resultados, en términos de mayor riesgo de pérdida del
injerto de forma global. Estos peores resultados se verificaron tras censurar
la pérdida del injerto por la muerte del receptor, y después de ajustar por
variables relacionadas con el propio proceso del trasplante renal,
caracteristicas del receptor y del donante. Y no se vieron modificados tras
la inclusién o exclusiéon de aquellos pacientes que presentaron algin
episodio de rechazo agudo, lo que indicaria un efecto independiente de la
FRI. Estos datos estan sustentados en otros estudios recientes que describen
un mayor riesgo de pérdida del injerto en aquellos pacientes que
desarrollan FRI (5,77). En nuestro trabajo, registramos un aumento de
riesgo de pérdida del injerto algo mayor que el descrito en estudios previos
(5), lo que probablemente se debe a la diferencia entre las cohortes
anteriormente analizadas y la nuestra, que incluye donantes de mayor edad
y con mas comorbilidades. Por este motivo, incluimos en nuestro analisis la
evaluacion de combinacion entre presentar FRI y el valor de KDPI, lo que
nos permiti6 valorar el impacto de la FRI segun diferentes perfiles de
donantes. Nuestros resultados muestran que el impacto negativo de la FRI
en la supervivencia fue méas marcado en los injertos procedentes de
donantes con valores de KDPI elevados (>85%), mientras que aquellos
injertos con KDPI maés bajos, presentaron practicamente la misma
supervivencia que aquellos pacientes que no presentaron FRI. Solo un
estudio previo al nuestro, realizado en poblacion americana, estudio la

interaccion entre KDPI y FRI. Los autores describieron un aumento en la
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frecuencia de FRI y un descenso de la supervivencia a medida que
aumentaba el valor del KDPI (78). Nuestro estudio es el primero que

evalta la interaccion KDPI/FRI en poblacion europea.

Los resultados de nuestro trabajo mostraron, ademas, un impacto negativo
en la funcidn renal alcanzada al afio del trasplante en los pacientes con FRI.
Esto se vio reflejado tanto en los valores medios de creatinina plasmatica
mas elevados al afio de trasplante en el grupo con FRI comparado con
aquellos pacientes sin FRI, como tras realizar un test de regresion lineal
multivariable, en el que la FRI fue un factor de riesgo independiente de
presentar peor funcidn renal a los 12 meses del trasplante. Estos resultados

van en concordancia con los descritos por otros grupos (79,80).

Nuestro estudio tiene varias limitaciones que deben ser consideradas. Por
una parte, la naturaleza retrospectiva de los datos llevo a la exclusion de un
numero relevante de pacientes, al no tener toda la informacion necesaria
para calcular el KDPI. Por otra parte, la gran mayoria de nuestra cohorte
era de raza caucésica, lo que dificulta la extrapolacion de nuestros
resultados a otros grupos raciales. Finalmente, el bajo nimero de eventos
podria afectar el poder estadistico de los modelos multivariantes, esto ha
sido corregido con un riguroso ajuste de dichos modelos, que refuerza la

validez de nuestros resultados.

Por otra parte, este trabajo tiene fortalezas, como un tamafio muestral
adecuado para confirmar la hipdtesis del estudio, una cohorte con
caracteristicas clinicas y demograficas representativas de poblacién de
pacientes trasplantados renales de nuestro entorno con seguimiento a largo
plazo. Estas caracteristicas difieren considerablemente de la mayoria de

cohortes incluidas en estudios previos, en su gran mayoria realizados en
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poblacion americana, con politicas de asignacion de 6rganos mucho mas

restrictivas y por lo tanto con resultados diferentes.

En nuestro segundo articulo, nos planteamos evaluar el grado de activacion
del sistema del complemento en un grupo de pacientes trasplantados con
FRI, comparandolos con un grupo que presentd funcion renal temprana.
Desarrollamos un estudio prospectivo en el que incluimos cerca de 60
pacientes trasplantados renales de donante fallecido, en los que
cuantificamos los niveles de la fraccidon soluble del complejo de ataque de
membrana, de forma basal y al séptimo dia tras la intervencion.
Analizamos también el patrén histologico de MAC, C3b y FH en un
subgrupo de pacientes con FRI, en los que se habia realizado una biopsia
renal por ese motivo. Descartamos pacientes con evidencia de cualquier
evento inmunologico relacionado con activacion del complemento, como el
rechazo agudo o antecedentes de enfermedades relacionadas con
alteraciones del complemento. Al comparar los valores basales y en el 7°
dia de MACs, encontramos una dinamica diferente entre los dos grupos.
Mientras que en el grupo sin FRI, los niveles de MACs practicamente no se
modificaron antes y después del trasplante, en el grupo con FRI se objetivo
un aumento significativo de los mismos. Este aumento fue un factor de
riesgo independiente para la aparicion de FRI tras ajustar por otras
variables. Detectamos, ademas, una relacién entre mayor aumento de
MACs y una duracion mas prolongada de la FRI, asi como una peor
funcion renal tras el trasplante, entre aquellos pacientes que presentaron
FRI y aumento >5% de los niveles de MACs, respecto a aquellos en los que
el aumento fue menor. Estos hallazgos indicarian una relacién entre
concentraciones mas elevadas de MACs y las formas mas graves de FRI.
Por otra parte, también observamos una tincion mas intensa y extensa para

MAC, C3b y FH en las biopsias de pacientes con FRI, respecto a los
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controles, lo que confirmaria la activacion local del complemento durante
este proceso. Estudios previos realizados por nuestro grupo, también
detectaron niveles mas altos de MAC en los pacientes con FRI y
describieron una relacion entre niveles mas altos de MAC al 7° dia
postrasplante y una peor funcidon renal en el momento del alta hospitalaria
(27). Sin embargo, en el estudio antes mencionado, no se analizd la
dinamica de los niveles de MAC respecto a los valores basales ni se
correlaciond con resultados a mas largo plazo. Otros estudios disponibles
en la literatura se centran en la medicion de MAC los primeros minutos tras
la reperfusion del 6rgano. En uno de ellos se reportd un mayor aumento de
MAC entre los pacientes que posteriormente desarrollaron FRI (28). Otro
estudio solo detectd un aumento transitorio de MAC tras la reperfusion en
trasplante procedente de donante en muerte encefilica o tardia, pero no en
aquellos de donante vivo (19). El estudio de los depdsitos histologicos de
MAC, C3d y FH, nos ha permitido confirmar que la activacién local del
sistema del complemento estd aumentada en los pacientes con FRI. Estos
hallazgos van en concordancia con los resultados obtenidos previamente
por nuestro grupo en el trabajo (27). En dicho trabajo (27), se reportd un
aumento de la expresion de MAC y FH en muestras incluidas en parafina
de pacientes con dafio renal agudo de diversas etiologias (incluido la FRI).
A diferencia del estudio anterior, en este las tinciones se realizaron en
tejido fresco congelado, aunque el patrén de localizacion del MAC fue
practicamente el mismo, encontramos una diferente localizacién del FH,
mientras que en el estudio previo se objetivo tincidn a nivel citoplasmatico,
en nuestro estudio actual se detecto a nivel de la membrana basal tubular, y
mostrd una distribucidon similar a las tinciones de MAC y C3d. Esta
diferencia podria indicar una mayor especificidad del anticuerpo en las

muestras de tejido fresco. Por otra parte, en un pequefio grupo de pacientes
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con FRI que presentaban biopsia de control al afio del trasplante,
observamos que aquellos que tenian mas signos de dafio crénico como
fibrosis intersticial y/o atrofia tubular, habian presentado tinciéon mas
intensa y extensa para MAC, FH y C3d, en la biopsia realizada por FRI. En
la literatura actual no hemos encontrado otros estudios que valoren
conjuntamente la relacion entre los niveles plasmaticos de MAC, los

depositos de MAC, C3d y FH en pacientes con FRI.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones a considerar. Por una parte, el
pequefio tamafio muestral no permite un analisis pormenorizado de los
resultados y limita la validez externa de los mismos. Por otra parte, no se
incluyeron trasplantes procedentes de donantes tras muerte cardiaca no
controlada, por lo que los resultados no se podrian aplicar en este subgrupo
de trasplantes. Sin embargo, nuestro trabajo tiene fortalezas, como la
inclusion prospectiva de los pacientes que ha permitido la obtencion y
mantenimiento de las muestras de forma idonea para realizar los estudios
posteriores, ademas, de tener informacion clinica y analitica detallada que
da fiabilidad a nuestros resultados. Por ultimo, consideramos que este
trabajo aporta informacion relevante en un campo de creciente interés en la
comunidad trasplantadora durante los ultimos afios, como es el papel del

complemento en el dafio del injerto renal.

En el ultimo estudio incluido en esta tesis, quisimos profundizar en los
mecanismos involucrados en la activacion del sistema del complemento y
el posterior dafio ocasionado durante el fendémeno de isquemia-reperfusion,
centrandonos en el estudio de los receptores de C5a, poco evaluados en este
ambito. Ademas, estudiamos la activacion de vias inflamatorias y
profibroticas durante este proceso. Desarrollamos un modelo de isquemia-

reperfusion,  utilizando  células  tubulares humanas proximales
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inmortalizadas (HK-2), las cuales fueron sometidas a hipoxia durante 48
horas y posteriormente reoxigenacion durante 30 minutos con suero rico en
complemento (NHS) o suero bovino con complemento inactivado por calor
(FBS). Este modelo nos permiti6 evaluar, por una parte, la capacidad de
estas c€lulas de generar localmente fracciones del complemento, y por otra
de ver el efecto de la sinergia entre isquemia y niveles mas altos de
complemento durante el fendémeno de isquemia-reperfusion. Ademas,
realizamos tincidon inmunohistoquimica para C5aR1 y C5L2 en biopsias de
pacientes trasplantados con diagnostico de FRI y un grupo control de
biopsias realizados al afio del trasplante, en pacientes con funcién renal

estable, sin proteinuria ni evidencia de dafio histoldgico.

Evaluamos la expresion de MAC y FH utilizando tincion especifica por
inmunofluorescencia. Las células sometidas a hipoxia mostraron
claramente valores mas altos de intensidad media de fluorescencia, con
respecto a las células normoxicas, independiente de la adicion de suero con
complemento, lo que nos permitid6 confirmar la activacién local del

complemento en las células HK-2 en nuestro modelo.

De forma similar a la expresion de MAC y FH, observamos mayor
expresion génica de CD59, KIM-1, Colageno Al y Vimentina en las

c¢lulas sometidas a hipoxia, independientemente de la adicion de NHS.

Estos hallazgos muestran una relacion entre la activacion del complemento
inducido por la isquemia-reperfusion y una mayor expresion de genes
relacionados con dafo tubular y vias profibréticas. Estudios previos han
descrito cambios inflamatorios y fibroticos relacionados con el aumento de
expresion tanto de MAC como de C5a en el dafio por I/R. Abe et al (46),
describen un aumento de la expresion de colageno tipo IV tras la
estimulacion con MAC de células tubulares proximales. Por otra parte,
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Peng et al (81), reportaron mayor proliferacion de fibroblastos y aumento
de la expresion génica de IL-1, IL-6 y TGF-a en las células epiteliales
tubulares, tras estimulacion con C5a, en un modelo murino de isquemia-
reperfusion; en este mismo trabajo, la utilizacion de un antagonista de
C5aR1 redujo el dafio renal y la fibrosis tibulo-intersticial. Estos cambios
fibroticos, podrian explicar el peor prondstico a largo plazo de los injertos

que sufren funcion retrasada.

Posteriormente, analizamos la expresion C5aR1 y C5L2 en nuestro modelo
y en biopsias de trasplantados renales. Detectamos una mayor expresion
génica de C5aR1 en las células sometidas a hipoxia. Estos resultados son
coherentes con los obtenidos en las tinciones de biopsias renales, en las que
observamos una tincidon mas extensa para C5aR1 en las biopsias con dafio
isquémico (FRI) comparadas con los controles. Diferentes modelos
murinos han mostrado una relacion clara entre la expresion de C5aR1 y el
dafio por isquemia-reperfusion (58,60,82). A diferencia de los estudios
previos, nuestro trabajo aporta evidencia de expresion de C5aR1 en un
modelo con células humanas, informacion escasa en la literatura actual.
Unicamente otro trabajo ha valorado la relacion entre los depodsitos
histologicos de C5aR1, C5L2 y la FRI, sin encontrar diferencias en la
intensidad de la tincion de estos pacientes, comparados con los controles
(83). Sin embargo, en ese trabajo no se valoro la extension de la tincion,

que si mostr6 diferencias en nuestro estudio.

Respecto a la expresion de C5L2, observamos que el aumento en la
expresion, solo se relaciono con la adicion de NHS, independientemente de
la exposicion a hipoxia o normoxia. El papel del C5L2 en diversos
procesos fisiopatologicos, incluido el dafio por isquemia-reperfusion no

esta claramente definido. Estudios previos basados en modelos con ratones
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knock-out para C5L2, han mostrado proteccion contra el dafio por I/R y
menor aparicion de fibrosis respecto a ratones wild-type. Salvo el estudio
ya mencionado previamente, en el que se evalu6 la tincion de C5L2 en
biopsias de trasplantados renales, no hemos encontrado mas datos en la
literatura que evaluen C5L2 en muestras humanas. A diferencia del estudio
anterior, nosotros no detectamos tincion a nivel tubular, pero si a nivel del
endotelio de capilar peritubular, tanto en biopsias de pacientes con FRI
como en los controles. Sin embargo, solo las biopsias de pacientes con FRI
mostraron tincion difusa (>50% de los capilares peritubulares). Nuestro
trabajo es el primero que describe la presencia de tincidn positiva en capilar

peritubular de pacientes con FRI.

El dafio isquémico renal se ha relacionado con disfuncion endotelial y
aumento de citoquinas inflamatorias en los capilares peritubulares, proceso
denominado micro vasculopatia intersticial, el cual, podria retrasar la
recuperacion de la funcion renal tras el dafo por isquemia-reperfusion
(84,85). Por otra parte, la expresion de C5L2 se ha relacionado con
procesos inflamatorios a nivel endotelial (86). En esta linea, Thorenz et al
(73), describen la presencia de células inmunoldgicas que expresaban
C5aR1 y C5L2 alrededor de los capilares y tubulos renales tras IRI.
Ademas, encontraron que la integridad de la red capilar peritubular se

mantuvo mejor en aquellos los ratones que no expresaban C5al.2.

Por estos motivos, planteamos la posibilidad de que la expresion de C5L.2
en los capilares peritubulares podria reflejar la activacion y el dafo
endotelial inducido por IRI en los pacientes con FRI. Sin embargo,
consideramos que son necesarios estudios adicionales para confirmar esta

hipotesis.
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Nuestro trabajo tiene algunas limitaciones. En primer lugar, la falta de
estudios funcionales especificos no nos permite establecer un mecanismo
directo de causa-efecto entre la activacion del complemento y la
estimulacion de vias inflamatorias o profibréticas. Sin embargo, creemos
que el disefio de nuestro modelo de hipoxia-reoxigenacion con diferentes
situaciones experimentales, permite mostrar que existe una relacion
evidente. Por otra parte, la muestra reducida de biopsias renales dificulta la
exploracion de la relacion entre diferentes patrones histologicos y la
evolucidn posterior de los injertos. Aun asi, nuestro trabajo es el primero
que evaltia conjuntamente la expresion de los receptores de C5a en un
modelo in vitro con cé€lulas tubulares humanas y en biopsias renales de
pacientes trasplantados. Ademas, hemos disefiado un modelo de hipoxia-
reoxigenacion valido para profundizar en los mecanismos del dafio por el
sistema del complemento durante el proceso de isquemia-reperfusion, lo

que nos ayudara a ampliar los conocimientos en este campo.
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7. CONCLUSIONES

El avance en el conocimiento de los mecanismos involucrados en el dafio
del injerto renal es fundamental para desarrollar estrategias terapéuticas
dirigidas a mitigar dicho dafo y asi mejorar el prondstico a largo plazo del

trasplante renal.

1.- El dafio por isquemia-reperfusion desempefia un papel primordial en la
aparicion de la funcion retrasada del injerto. Este dafio parece afectar de
forma més marcada a los injertos procedentes de donantes mayores y con
mas comorbilidad, de manera que el desarrollo de estrategias que ayuden a
disminuir la aparicion de esta complicacion en este grupo de pacientes es

fundamental.

2.- El sistema de complemento estd implicado en el dafio por I/R. La
gravedad de la FRI parece estar relacionada con mayor activacion del

complemento.

3.- La cuantificacion de la fraccion soluble del complejo de ataque de
membrana podria ser un marcador fiable para medir la activacién del
complemento en este contexto, lo que permitiria detectar pacientes con
formas mas graves de FRI y que podrian beneficiarse de pautas con

farmacos inhibidores del complemento.

4.- La activacion del complemento secundaria a la I/R se relaciona con la
estimulacion de vias inflamatorias y profibrdticas, lo que podria explicar el

desarrollo de dafio cronico y el peor prondstico en los pacientes con FRI.

5.- La interaccion de CS5a con su receptor C5aR1en las células tubulares

renales tiene un papel relevante en el dano por I/R. Aunque C5L2 no se
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expresa en estas células, su expresion en el endotelio de los capilares

tubulares podria estar relacionada con lesion endotelial por I/R a este nivel.
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8. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Nuestras lineas de investigacion futuras estan encaminadas a profundizar
en el estudio de los mecanismos de lesion inducidos por la activacion del

complemento a nivel renal.

Para ello, y con objetivo de explorar la utilidad como herramienta
diagnostica y pronodstica de la cuantificacion de los niveles plasmaticos de
MAC, valoraremos de forma retrospectiva, la dinamica de estos en
cohortes de pacientes trasplantados renales con diagnostico de rechazo

celular agudo, rechazo humoral agudo y rechazo humoral cronico.

Ademas, profundizaremos en el estudio de la utilidad pronostica de las
tinciones de C5aR1 y C5L2 en los pacientes con daiio renal, tanto de origen
isquémico como por otras patologias. Para ello ampliaremos la cohorte de
biopsias de pacientes con funcion retrasada del injerto, evaluaremos la
expresion de estos receptores en biopsias de rifiones nativos con

diagnostico de necrosis tubular aguda o patologia glomerular.

Por ultimo, intentaremos disefar estudios funcionales en nuestro modelo de
hipoxia/re-oxigenacion utilizando inhibidores de diferentes fracciones del
complemento, con el objetivo de intentar identificar nuevas dianas
terapéuticas que ayuden a mitigar el dafio por I/R en la célula tubular

proximal renal.
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