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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En sus inicios el trasplante renal jugd un papel importante en el tratamiento de la
insuficiencia renal terminal, muchos de estos trasplantes resultaban fallidos a
consecuencia de complicaciones extensamente estudiadas, entre ellas la Insuficiencia
Renal Aguda por sindrome de isquemia-reperfusion como factor determinante en el
funcionamiento del 6rgano trasplantado y en la supervivencia del paciente.

La insuficiencia renal aguda resultante del cese de la perfusién glomerular en pacientes
hospitalarios se convierte en un reto terapéutico en el que se aplican medidas heroicas
para la preservacion de la vida del paciente.

El afan por conservar la anatomia y funcionalidad de la unidad renal tras eventos de
isquemia y reperfusion ha llevado a diferentes investigadores a la realizacion de
estudios en los que se busca aminorar o eliminar el dafio renal, mediante la utilizacion
de diferentes sustancias con efectos terapéuticos sobre los mecanismos fisiopatologicos
de este sindrome.

El Dimetilsulfoxido (DMSO) como agente terapéutico ha sido objeto de estudio en
diferentes situaciones y o6rganos pues posee entre sus principales cualidades un efecto
antioxidante y una excelente disponibilidad y transporte a través de las membranas
biologicas. Se ha probado como agente preventivo en el dafo por reperfusion hepatica,
y como agente capaz de revertir las consecuencias y la sintomatologia neuroldgica
resultante de la hipoperfusion cerebral cronica en ratas.

Dadas las caracteristicas y atributos del DMSO y conocidas las implicaciones de la
isquemia y reperfusion renal se buscd con este estudio dar respuesta a la siguiente

pregunta de investigacion:



(Que efecto tiene el Dimetilsulfoxido en la proteccion renal de un modelo animal de
isquemia a diferentes tiempos con posterior reperfusion, tomando como indicadores de

dafio la afectacion histologica, los niveles de creatinina, nitrogeno ureico y urea?



DELIMITACION DEL TEMA

Todas aquellas circunstancias clinicas que involucran el cese o disminucion del flujo
renal como la hipovolemia, la vasodilatacion periférica o el aumento de la resistencia
vascular prolongada ocasionan una agresion tisular secundaria a la anoxia donde la
deplecion de metabolitos y el acumulo de sustancias de desecho conducen a la muerte

celular y al fracaso funcional renal.

El estudio planted la posibilidad del uso terapéuticos del DMSO como agente
antioxidante al incidir sobre mecanismos fisiopatoldgicos determinantes en el dafio
tisular renal derivado del sindrome de isquemia reperfusion en un modelo animal de

experimentacion en conejos.

Las unidades experimentales fueron conejos machos de raza New Zealand con un peso
entre 2.5kg = 1kg a los que se indujo isquemia mediante oclusion del paquete vascular
renal con posterior restauracion del flujo y observacion por 6 horas.

El trabajo se realizo en 2 fases; en la primera de ellas se contemplo la fase experimental
para la cual se ha establecié un tiempo comprendido entre Julio y Octubre del afio 2008
y una segunda fase en la que se realizo el analisis de los resultados y se elabor6 el
informe final entre los meses de Noviembre de 2008 a Enero de 2009. La fase
experimental se realizo en los laboratorios pertenecientes a la Escuela de Medicina de la

Facultad de Ciencias de la Salud Dr. Luis Edmundo Vasquez ubicados en el campus I.



JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La Insuficiencia renal aguda (IRA) es un sindrome clinico caracterizado por una
disminucién brusca de la perfusion glomerular trayendo como consecuencia una serie
de alteraciones fisioldgicas traducidas en oliguria/anuria, retencion nitrogenada, acidosis
y retencion de potasio. Su etiologia es multiple y su morbi-mortalidad continta siendo
elevada mostrando una incidencia hospitalaria que oscila entre el 5% y 30% en
pacientes admitidos a las unidades de cuidados intensivos.'

En El Salvador esta patologia se sitia dentro de las primeras 10 causas de muerte
hospitalaria entre los afios 2000 a 20067,

Estudios estadisticos indican que el fracaso renal agudo en el medio hospitalario
representa una mortalidad cercana al 50% pese a todos los esfuerzos y terapias
implementadas para su disminucion la mortalidad ha permanecido practicamente
estatica a lo largo de varias décadas, contrario a lo ocurrido con otras entidades clinicas
de etiologia isquémica como el infarto agudo del miocardio’. La situacion se torna
mucho mas preocupante en las unidades de cuidados intensivos donde cerca del 30% de
los pacientes llega a presentar fracaso renal agudo con una mortalidad cercana al 80%".
El Sindrome Isquemia-Reperfusion es el resultado de una agresion tisular secundaria a
la anoxia, deplecion de metabolitos y acumulo de sustancias de desecho que conducen a
la muerte celular. La lesion hipoxica celular puede ser causada por pérdida del riego
sanguineo, agotamiento de la capacidad de la sangre para transportar oxigeno, o
envenenamiento de las enzimas oxidativas intracelulares.’

El deterioro de la funcion renal debido a este sindrome reviste un problema importante

para los pacientes en estado critico donde llegan a converger circunstancias varias que
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se derivan en la lesidon por reperfusion, dichas circunstancias pueden clasificarse de una
manera generalizada en: hipovolémicas, cardiacas, por vasodilatacion periférica, por el

incremento de la resistencia vascular por obstruccion vascular renal o lesiones

vasculares.®
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ANTECEDENTES

Los mecanismos que ocasionan la isquemia renal son ampliamente conocidos, pero los
efectos de esta condicion contintan siendo objeto de estudio con el fin de encontrar
nuevas posibilidades terapéuticas o mejorar las terapias actuales a manera de reducir las
complicaciones y la alta mortalidad existente hasta el momento.’

Durante los ultimos afios se han realizado multiples estudios para la identificacion de
los cambios morfoldgicos y funcionales a nivel celular. >’ La importancia de estos
estudios radican en el esclarecimiento de los mecanismos fisiopatologicos en el
sindrome de isquemia reperfusion a manera de influir sobre puntos criticos y reducir o
revertir los dafios causados.

En el afio 2006 Guerra y cols®. Estudiaron las consecuencias funcionales de la isquemia
en los rifones de ratas dispuestas en 4 grupos expuestos al mismo grado de isquemia
con diferencia en el tiempo de duracion (30 min, 45 min y 60 min) con la oclusion
bilateral de las arterias renales, el objetivo de esta investigacion fue determinar el
tiempo necesario para causar detrimento en la funcién y morfologia histologica renal.
Los resultados concluyeron que el efecto de la isquemia es directamente proporcional al

tiempo de isquemia.

Luego de transcurrido el tiempo de isquemia se le realizo a cada animal el aclaramiento
plasmatico del acido paramino-hiptrico (PAH) e inulina (I) para medir flujo plasmatico
renal (FPR) efectivo y la intensidad de filtraciéon glomerular (IFG), para el posterior
calculo de la fraccion de filtracion. En las medias obtenidas se evidencio la disminucion
progresiva de cada una de las variables en forma proporcional directa al tiempo de

isquemia, siendo el IFG el que presento mayor reduccion porcentual.
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La busqueda de sustancias que tengan como efecto disminuir el dafio renal post
isquemia es un paso mas para el establecimiento de alternativas terapéuticas en
pacientes con compromiso isquémico renal. Torres y col.” en el estudio "Prevencion del
dafio renal tras isquemia aguda mediante administracion de PGE1"(Prostglandina E1),
sometieron a 48 ratas macho adultas de la raza Wistar a nefrectomia derecha simple.
Las unidades experimentales se dividieron en dos grupos, el primero de los grupos fue
infundido con PGEI1 tras el pinzamiento renal y en otro grupo fue infundido con
solucion salina normal tras el pinzamiento renal. Los tiempos de isquemia fueron de 15
minutos y 1 hora. Tras los periodos de recuperacion de 24 horas y 7 dias los animales
fueron sacrificados.  Los rifiones derechos (grupo control) y los izquierdos
(experimentales) se estudiaron histolégica y morfométricamente en este trabajo se
demostrd que las lesiones de necrosis tubular aguda fueron mas evidentes en el grupo de
ratas sometidas a la infusion de solucion salina. Estos resultados apoyan la premisa de
que sustancias con efecto antioxidante pueden disminuir el dafio tisular en eventos de

isquemia reperfusion.
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OBJETIVO GENERAL

e Determinar el efecto que posee el DMSO en la proteccion renal de un modelo
animal de isquemia a diferentes tiempos con posterior reperfusion; tomando
como indicadores de dafio la afectacion histologica, los niveles de creatinina,

nitrégeno ureico y urea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Crear un modelo de isquemia — reperfusion renal en conejos.

2. Establecer el impacto de la isquemia renal sobre la funcion renal y su relacion
con el tiempo de oclusion de la arteria renal y posterior establecimiento del flujo
sanguineo.

3. Evaluar el efecto del DMSO administrado en forma endovenosa 10 minutos
previo al inicio de la isquemia, sobre los niveles de creatinina sérica, nitrogeno
ureico y dafo tisular en un modelo experimental de isquemia reperfusion renal a
los 30, 60 y 90 minutos.

4. Evaluar el efecto del DMSO administrado en forma endovenosa 10 minutos
posterior al inicio de isquemia, sobre los niveles de creatinina sérica, nitrogeno
ureico y dafo tisular en un modelo experimental de isquemia reperfusion renal a

los 30, 60 y 90 minutos.
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Hipdtesis

Hipotesis de investigacion

La administracion de Dimetilsulfoxido (DMSO) aplicado de forma endovenosa a
conejos sometidos a isquemia renal aguda con posterior reperfusion disminuye las
lesiones causadas por el sindrome de isquemia-reperfusion en los rifiones de dichos

animales.

Hipotesis nula
La administracion de Dimetilsulfoxido (DMSO) aplicado de forma endovenosa a

conejos endovenosa sometidos a isquemia renal aguda con posterior reperfusion no
disminuye las lesiones propias causadas por el sindrome de isquemia-reperfusion en los

rinones de dichos animales.
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MARCO TEORICO

ANATOMIA Y FISIOLOGIA RENAL

Los rifiones son dos organos situados en la pared posterior del abdomen en el espacio
retroperitoneal. Cada uno pesa aproximadamente 150 g, y mide = 10 cm de longitud, +
5 cm anchura y £ 2.5 cm de grosor, en el humano. En su borde medial cada rifién posee
un hilio renal, sitio donde penetra la arteria renal y de donde emergen la pelvis y la vena
renal. La vena renal se encuentra anterior a la arteria renal, la cual a su vez esta delante
de la pelvis renal.*? Si se practica un corte longitudinal se observan dos regiones:
corteza y medula, la medula cuenta con numerosas masas de tejido llamadas piramides
renales cuyas bases nacen en el limite entre la corteza y la médula y terminan en la
papila que penetra en el espacio de la pelvis renal. El borde externo de la pelvis se
divide en los calices mayores, los cuales se extienden por abajo y forman los calices

menores que recogen la orina de los tibulos de cada papila.9

Irrigacién renal
El flujo sanguineo de ambos rifiones constituye aproximadamente el 20% del gasto

cardiaco. La arteria renal, rama de la aorta abdominal, penetra en el rifion a través del
hilio, ramificandose internamente de manera que el riidn sea un oOrgano ricamente
vascularizado. El drenaje venoso esta a cargo de la vena renal, la cual desemboca en la
vena cava inferior.

La circulacion renal es peculiar por contar con dos lechos capilares, el glomerular y el
pretubular, sus capilares estan dispuestos en serie y separados por las arteriolas
eferentes, las cuales ayudan a regular la presion hidrostatica en los dos grupos de

capilares. Una presion hidrostatica elevada en los capilares glomerulares (= 60 mm Hg)

16



produce una filtracion de liquido rapida, mientras que una presion hidrostatica mucho
mas baja en los capilares peritubulares (£13 mm Hg) permite una rapida reabsorcion de
liquidos. Los capilares peritubulares se dirigen a los vasos del sistema venoso y forman
posteriormente la vena interlobulillar, la vena arciforme, la vena interlobular, y la vena

renal, que sale del rifion al lado de la arteria renal y el uréter.”

Unidad funcional del rifién
El conjunto de glomérulo, capsula renal y tubulo renal constituye la nefrona unidad

funcional del rifion. Se estima que el rifion humano contiene alrededor de 1 millon de
nefronas. La mayor parte de ellas se encuentran situadas en la zona cortical y solo la
porcion de la nefrona constituida por el asa de Henle se encuentra en la zona medular.
El glomérulo consiste en una red de capilares anastomosados bordeados por un epitelio
fenestrado recubierto por dos capas de epitelio. El epitelio visceral incorpora y forma
parte de la pared capilar separada de las células endoteliales por la membrana basal. El
epitelio visceral delimita el espacio de Bowman, cavidad en la cual el primer producto
del filtrado del plasma se colecta.'

La principal funcion es filtrar el plasma y eliminar sustancias de este filtrado segun las
necesidades del organismo. Son los rifiones los principales 6rganos para eliminar
productos de desecho del metabolismo que no son necesarios. Principalmente la urea
proveniente del metabolismo de aminoacidos, creatinina proveniente del metabolismo
de la creatinina muscular, el acido turico del metabolismo de los acidos nucleicos,
productos finales de la degradacion de la hemoglobina como la bilirrubina. Asi, mismo
eliminan también sustancias toxicas ingeridas o fabricadas por el cuerpo.''

La formacion de orina comienza en el glomérulo con la formacion de un ultra filtrado
del plasma. La tasa de filtracion glomerular depende fundamentalmente de las fuerzas

que impulsan la filtracion (presion hidrostatica en los capilares glomerulares) y las que

17



se oponen a esta (suma de la presion hidrostatica en el espacio de Bowman y presion
oncotica en los capilares glomerulares). Otros determinantes del filtrado glomerular son
el flujo plasmatico glomerular y la superficie total de los capilares glomerulares. La
pared del capilar glomerular se adapta perfectamente a las cantidades tan elevadas de

agua que la atraviesan, pero solo deja pasar las moléculas mas pequefias de los solutos.’

18



Insuficiencia Renal Aguda

Definicion
La falla renal aguda o insuficiencia renal aguda (IRA) es un deterioro subito de la

funcion renal con elevacion persistente del nitrogeno ureico y la creatinina en sangre,
potencialmente reversible y que conlleva la alteracion de la homeostasis de agua y
electrolitos. Se caracteriza por un aumento del 50% sobre el nivel basal de creatinina
sérica. También se define como una disminucion del 50% en la depuracion de creatinina

. . ., ., . o1 - 12
0 como una disminucion aguda en la funcion renal que requiere didlisis.

Clasificacion
La insuficiencia renal se clasifica en; Prerenal, cuando se compromete la perfusion

sanguinea del rifion; Renal o parenquimatosa, cuando existe lesion orgéanica de las
estructuras renales; Post-renal u obstructiva, cuando hay obstruccion de las vias
urinarias a cualquier nivel. Esta clasificacion se basa en el factor desencadenante, pero
existe una mas en relacion al volumen urinario. De acuerdo a la clasificacion segun
volumen urinario son; oligurica, cuando existe diuresis menor de 500ml en 24 horas o

. o , o 12
5-10 ml/min; No oligurica cuando los volimenes urinarios son mayores.

Epidemiologia
A nivel mundial se reportan alrededor de 200 casos de falla renal por millon de

habitantes al afio, siendo la necrosis tubular aguda con 45% la forma clinica mas
frecuente, seguida por la falla renal de tipo prerenal con 21%, la agudizacion de la falla
renal cronica y la uropatia obstructiva con 13% y 10% respectivamente.

Al hablar de Epidemiologia, para el afio 2006 se identificaron 2,358 nuevos casos de
Insuficiencia Renal Cronica y en las estadisticas de El Salvador aun se encuentra dentro

de las primeras 10 causas de muerte hospitalaria, mostrando una leve disminucion en su
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frecuencia pasando de ser la quinta causa de muerte en el afio 2000 a la sexta causa
durante los afios comprendidos entre el afio 2003 y 2006.

En el afio 2003 se reportaron 453 muertes por esta patologia, conformando el 5.76% de
las muertes hospitalarias de ese afio con un egreso hospitalario de 4,471 pacientes y 524
muertes por insuficiencia renal aguda no especificada.”

Se ha reportado una tasa de mortalidad de 7.89 para la insuficiencia renal aguda.

Causas de Insuficiencia Renal

Dentro de las causas prerenales esta la disminucion del volumen efectivo del liquido
extracelular como ocurre por pérdidas de volumen, hemorragia, vomito, diarrea,
quemaduras o uso de diuréticos. Con relacion a la pérdida de volumen esta la
redistribucion del liquido extracelular o lo que se conoce como “Tercer Espacio” en
casos de peritonitis, pancreatitis, sindrome nefrético, obstruccion intestinal o
hepatopatias. Se consideran en casos de disminuciéon del gasto cardiaco (shock
cardiogénico), en vasodilatacion periférica como ocurre en la sepsis, vasoconstriccion
renal y vasodilatacién de la arteriola eferente.'

Con relacion a las causas parenquimatosas a la cabeza se encuentra la necrosis tubular
aguda isquémica por sepsis o persistencia de las causas prerenales antes mencionadas.
Ademas puede estar ocasionada por nefritis tubulointersticial aguda, glomerulonefritis
aguda, necrosis cortical u oclusion vascular por trombo o embolo bilateral de arterias
renales, vasculitis, sindrome urémico y sindrome antifosfolipido, entre otras."" 1?

Las causas de tipo obstructiva mas comunes son la obstruccion uretral por hipertrofia

prostatica benigna, litiasis, entre otras. Se consideran también las de origen infeccioso

como en la cistitis bacteriana y por ultimo las fibrosis retroperitoneales asociadas con
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aneurismas adrticos traumatismos, radiacion o inducidas por farmacos como ergotamina

y sulfamidas."

Diagndstico

El diagnostico de la insuficiencia renal se basa en la elevacion de nitrogeno ureico y la
creatinina. El aumento de la creatinina es el parametro de mayor confiabilidad. De
acuerdo con la causa desencadenante, los pacientes pueden ser asintomaticos, presentar
signos o sintomas de retencién de liquidos o por el contrario de deshidratacion."™*
Siempre es importante una buena anamnesis y examen fisico para detectar los diferentes
factores desencadenantes o factores de riesgo de cada paciente. Dentro de la
investigacion a realizar el diagnostico se realiza por medio de pruebas de laboratorio.

El nitrégeno ureico, la creatinina y el cuadro hematico también suelen estar alterados en
casos de perdida sanguinea marcada. Los electrolitos como el sodio y el potasio son
importantes para determinar la osmolaridad en casos de cetoacidosis diabética y estados

. 1, 13,14
hiperosmolares.”
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Sindrome Isquemia-Reperfusion

Se define como el proceso que sufre un érgano sometido temporalmente a la falta de
flujo sanguineo con posterior reperfusion con sangre oxigenada.

Existen tres fases bien definidas:

1. Isquemia caliente

2. Isquemia fria

3. Reperfusion

El resultado es una agresion tisular secundaria a la anoxia, a la deprivacion de
metabolitos y el acaimulo de sustancias de desecho del metabolismo que conducen a la
muerte celular.”

La isquemia produce per se un dafio celular que se acrecenta con la reperfusion, lo que
sostiene que la entrada de sangre oxigenada resulta mas perjudicial para el érgano.

El sindrome de isquemia-reperfusion es una secuencia compleja de sucesos
trascendentales: a) la alteracion metabdlica a nivel celular que aparece durante el
periodo de isquemia y b) la lesion producida por los radicales libres derivados del
oxigeno y polimorfonucleares durante la reperfusion. El dafio severo a las membranas,
entre ellas, la mitocondrial, alteraciones morfologicas, funcionales como el
desprendimiento de los complejos de la cadena respiratoria, quedando paralizadas todas
las funciones celulares que requieran energia, lo que estimula la glicolisis anaerobia
formandose acido lactico e hidrogeniones dando lugar a la acidosis intracelular. Esta
provoca la activacion de las enzimas de los lisosomas conduciendo a la autolisis y
muerte celular.'®

La membrana plasmatica se altera al inhibirse la actividad de la bomba Na'- K™ ATPasa

(transporta el Na' hacia el exterior celular y el K™ hacia el interior). Con la inhibicion de
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esta bomba se produce la alteracion de los iones sodio, potasio y calcio perturbando el
potencial de membrana que queda abolido. Debido a la elevada concentracion de cloro
extracelular y la presencia de elevada concentracion proteica intracelular el cloro
penetra dentro de la célula con un cation (sodio y calcio) arrastrando agua y el potasio
sale para mantener el equilibrio iénico con el espacio intersticial.'> '°

Este proceso conduce al edema celular y activacion de enzimas por el calcio como las
fosfolipasas que produciran la lesion de las diferentes membranas: citoplasmatica,
mitocondrial, lisosomal; proteasas, ATPasas (deplecion de ATP) y endonucleasas

., . T |
(fragmentacién de cromatina) conllevando a la muerte por citolisis.'’

Mecanismo molecular

En 1981 Granger, Rutili y McCord fueron los primeros en proponer este mecanismo
para explicar la produccion de lesiones en el sindrome de isquemia-reperfusion. Bajo
tensiones normales de oxigeno (O,), éste es reducido a agua (H,O). La cadena de
transporte de electrones mitocondrial reduce el 95% del O, por uniones tetravalentes a
H,O sin generar ningun radical libre de oxigeno. A la vez, el 5 % restante de oxigeno se
destina a la generacion de radicales libres de oxigeno necesarios para el funcionamiento
celular. Cuando el oxigeno toma un electron, se produce el anidén superdxido (O,), que
suele estar equilibrado por la presencia de diversas formas protonadas. Durante la
isquemia, la acidosis que se produce favorece la produccion de este anion capaz de
oxidar los acidos grasos libres de la membrana celular. Para evitarlo, la célula pone en
marcha enzimas como la superéxido dismutasa reduciendo éste a H,0,."®

La deprivacion de oxigeno y nutrientes in vivo produce a nivel celular una serie de
alteraciones en el metabolismo y la estructura celulares que comienzan con una
importante reduccion de los niveles de ATP, generan estrés oxidativo y provocan
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alteraciones en los niveles intracelulares de calcio. Todo ello a su vez conlleva
alteraciones en el citoesqueleto y modificaciones en proteinas de uniones intercelulares
y la membrana basal, entre otras durante el periodo de isquemia se produce consumo de
ATP por parte de las células para mantener la homeostasis.”

La isquemia produce una situacion de acidosis con generacion de estrés oxidativo y
alteraciones en la cadena respiratoria mitocondrial, comprometiéndose asi la generacion
de ATP. El ATP sufre una rapida degradacion a ADP y AMP; este AMP es rapidamente
metabolizado a nucledtidos de adenina e hipoxantina.'®"

Durante la hipoxia, por la falta de oxigeno, un gran numero de enzimas mitocondriales
como la citocromo oxidasa y la manganesosuperoxido dismutasa, entre otras,
disminuyen su actividad. Estas enzimas son captadoras de aniones por lo que su
descenso provoca el aumento intracelular en radicales libres de oxigeno. El exceso de
radicales libres de oxigeno provoca dafio celular por incrementar la peroxidacion de
lipidos, entre otros mecanismos '°. Una fuente adicional de radicales libres de oxigeno
(RLO) dentro de la célula, es la actividad de enzimas como la Xantin deshidrogenasa-
oxidasa, la ferrihemoglobina y la nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato (NADPH)
oxidasa. Estas enzimas aumentan su actividad oxidasa durante la isquemia-reperfusion
actuando como donadoras de electrones y principales fuentes de produccion intracelular
de RLO, fundamentalmente O, y H20220, La isquemia y la reperfusion alteran esta
homeostasis: con la isquemia las defensas antioxidantes se ven danadas, se acumula el

H,0, y se genera un exceso del radical hidroxilo que es también destructor.’

Fase de Reperfusidn

Alteraciones celulares
Reentrada masiva de oxigeno al tejido: el flujo sanguineo se reinstaura llegando de

’ . r + . , .
nuevo oxigeno de forma importante a las células. El exceso de Ca, citoplasmatico
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activa la enzima proteasa que activa el paso de Xantina-D (deshidrogenasa) a Xantina-O
(oxigenasa) en presencia de NADPH. La xantinaoxidasa es la mayor fuente biologica de
produccion de superoxidos en tejidos postisquémicos, siendo la primera fuente
documentada de produccion de dicho radical. En los tejidos normoxicos la forma
sintetizada es la xantinadeshidrogenasa. La xantinadeshidrogenasa no puede transferir
electrones al oxigeno molecular para formar peroxido de hidrégeno o superoxido, pero
puede reducir el NAD" (nicotinamida adeninnucleotido).’

En condiciones de baja concentracion de oxigeno como ocurre en la fase de isquemia
sucede la transformacion de Xantino-Deshidrogenasa en Xantino-Oxidasa y ésta utiliza
el oxigeno molecular en lugar del NAD" produciendo superdxido y peréxido de

hidrogeno:

XANTINA + H,0+202 =———  ACIDO URICO+ 20,+ H,0,

o . . . 15,22,2
Sintetizandose los radicales libres de oxigeno. > '*#* %

Alteraciones del Endotelio Vascular
El endotelio, se creia previamente, que s6lo era una barrera permeable a los iones,

moléculas organicas y también una zona de efectos metabolicos. El endotelio vascular
es ademas un organo regulador del tono vascular sintetizando y liberando sustancias
vasoactivas, jugando un papel critico en la regulacion hemodinamica de la

microcirculacién. > 1

Para mantener la permeabilidad de los vasos sanguineos y la fluidez de la sangre, las
células endoteliales sintetizan algunas sustancias activas, incluyendo grandes moléculas
como fibronectina y sulfato de heparina, interleukina-1, activador de plasminogeno
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tisular, varios factores de crecimiento y pequefias moléculas como prostaciclina, 6xido
nitrico, factor activador de las plaquetas y endotelina-1. La produccién de estas
sustancias es modulada por cambios en la concentracion de mensajeros intracelulares
como el AMPc, GMPc, Ca*" y por interacciones entre el endotelio y sus células,

plaquetas o constituyentes del plasma. '*'°

Elementos involucrados en la alteracion del endotelio vascular

Endotelina

En 1988, Yagagisawa y col aislaron un péptido de 20 aminoacidos llamado endotelina,
el cual se ha mostrado como el mas potente vasoconstrictor enddégeno in vivo e in vitro
conocido hasta ahora. Es 10 veces mas potente que la Angiotensina-II, vasopresina y
neuropéptido Y.**

Las diversas “acciones vasculares” de las endotelinas incluyen: vasoconstriccion
potente, aumento de las resistencias vasculares, efectos presores, acciones inotropicas y
cronotopicas positivas, regulan el tono de los vasos linfaticos, producen
hemoconcentracion, aumentan la permeabilidad vascular produciendo edema intersticial
al inducir la liberacion de TXA,.*

Entre las “acciones no vasculares” destacan:

-Promueven la mitogénesis de células musculares lisas vasculares, fibroblastos,
melanocitos, capilares cerebrales, células estrelladas hepaticas.

-Son potentes constrictores de la vejiga de mamiferos.

-Inductores de contracciones uterinas.

-Estimulan la produccién de testosterona por las células de Leydig.

-Implicadas en la glicogenolisis hepatica.'
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En el rindn las endotelinas juegan un papel importante en la regulacion de la funcion
renal. Prueba de ello es que se han identificado mRNA para receptores de endotelina

ET-1, ET-2 y ET-3 en la médula, corteza y vasos de rifiones humanos."’

Péptidos activos de ET se ha localizado principalmente en las células endoteliales de los
vasos sanguineos intrarrenales, incluyendo las arterias arcuatas e interlobares, arteriolas,
venas arcuatas vecinas y células endoteliales de los glomérulos. El rifion es rico en
receptores para las endotelinas. El receptor ETA esta localizado principalmente en los
vasos renales mientras que el ETB predomina en los tiibulos colectores; también esta

presente en las células mesangiales, glomerulares y el resto del epitelio tubular.'>**

El rifién es cerca de 10 veces mas sensible que otras regiones vasculares a los efectos
constrictores de la ET-1. La ET-1 puede aumentar o inhibir la liberaciéon de renina,
participar en la regulacion de la excrecion de sodio y agua y liberar aldosterona
actuando sobre los tubulos colectores. A nivel renal, la ET-1 puede estimular la
proliferacion de células mesangiales y su contraccion y también puede aumentar las
resistencias vasculares conllevando una disminucion del flujo sanguineo renal, de la

filtracion glomerular y del volumen urinario.

Estan implicadas en los mecanismos de la HTA: primero producen vasodilatacion
transitoria con la consecuente hipotension ya que pueden inducir la liberacion de 6xido
nitrico y prostaciclina (De Nucci y col. 1988 y Hermén y col. 1989), para finalmente
producir una sustancial vasoconstriccion: HTA por liberacion de TxA2 (De Nucci y col.
1988) y/o aumento del Ca*" (Yanagisawa y col. 1988). Por otra parte, Sirosis contradice

que los productos de la ciclooxigenasa estén implicados en el efecto de la ET-1 sobre la
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tension arterial y jugarian un papel importante en el fallo renal agudo inducido por la
isquemia-reperfusion.'

Whilhelm y col® demuestran, al observar en su modelo experimental en rata, que es
sobre todo tras la isquemia, cuando se activa el preproET-1 mRNA y aumenta la
actividad ET-1 en los capilares peritubulares renales. También, se han observado
aumentos del nivel de ET-1 tras la isquemia reperfusion en cerdos trasplantados de
higado y en ratas al clampar el pediculo renal y que estos aumentos estaban
correlacionados con elevaciones en la creatinina y el BUN. En un estudio de Kon et col.
Se observo que, al inyectar un bolus de ET-1 de forma selectiva en la circulacion renal o
provocar un aumento de ET-1 (tras inducir isquemia-reperfusion en ratas al clampar el
pediculo vascular) se producia un descenso del flujo plasmatico renal y de la filtracion
glomerular secundario al aumento de las resistencias vasculares glomerulares. Espinosa
y col. demuestran en su trabajo experimental en conejos, que también la ET-1, tras
isquemia-reperfusion, contribuye al acaimulo de polimorfonucleares (PMN) al estimular
la expresion de las moléculas de adhesion de superficie CD18 (integrinas) de estas

células.
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Oxido Nitrico (NO)

En 1980 Furchgott y Zawdzki usando tiras de aorta en un bafio de 6rganos descubrieron
que el endotelio de los casos era esencial para el efecto vasodilatador de la acetil-colina.
Evidenciaron que este efecto era debido a una sustancia a la que denominaron factor

relajante derivado del endotelio (EDRF)."”

En 1987 Palmer y Moncada demostraron que este factor era el Oxido Nitrico (NO). El
oxido nitrico es un gas incoloro, escasamente soluble en agua y facilmente oxidable. La
molécula de NO tiene un peso molecular de 30 Daltons. Contiene un electrén no
pareado en su capa exterior y debido a ello posee las caracteristicas de un radical, lo
cual explica su elevada reactividad y su tendencia a la uniéon con hemoproteinas
reducidas. El 6xido nitrico es un radical libre debido a su electrén no pareado, es
inestable en presencia de oxigeno y agua, se oxida a nitrito y nitrato que son sus
metabolitos estables. Su vida media es de 3-6 segundos, siendo el nitrito NO, el

producto mas abundante de su catabolismo. *°

El NO actia activando la forma soluble de la guanilciclasa e incrementa el GMPc a
nivel de la célula del musculo liso vascular. Para ello se requiere la reduccion del hierro
(Fe™" del hemo). El GMPc activa una proteincinasa que fosforila las cadenas de la
miosina produciéndose relajacion del musculo liso vascular. El sustrato para la sintesis
del NO es la L-arginina. El enzima que cataliza la formacion del NO a partir de L-
arginina es la oxidonitrico sintasa (NOS). La NOS cataliza la oxidacion del atomo de
nitrogeno de uno de los terminales guanidino de la L-arginina generando citrulina y
eliminando NO y anion superdxido. Todas las isoformas enzimaticas requieren L-
arginina, oxigeno, NADPH como sustratos y flavinadeninnucledtido (FADH,),
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flavinmononucledtido, grupo hemo y tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactores. La
familia de isoformas de la NOS se divide principalmente en isoforma constitutiva
(cNOS) e isoforma inducible (iNOS). La cNOS requiere el cofactor Ca2" para unirse a

la calmodulina y asi activarse (Ca2” dependiente). >

Se conocen dos subtipos de ésta: neuronal-NOS I/ nNOS y endotelial-NOS III/ eNOS.
Recientemente se ha aislado una cuarta isoforma a partir de hepatocitos humanos: iNOS
hepatica. La diferencia en la estructura bioquimica de estos enzimas radica en el
terminal NH,, mientras que el terminal COOH confiere la similitud entre ellas y la
citocromo P450 reductasa.

El NO presenta actividades biologicas. Es un potente vasodilatador, inhibe la adherencia
leucocitaria y la interaccion de las plaquetas con el endotelio vascular, inhibe la

o . ., . . 17
mitogénesis y la proliferacion de las células musculares lisas vasculares.

En el rifion el NO juega un papel muy importante en la regulacion de las funciones
hemodindmicas y excretoras. Es un regulador del tono vascular glomerular y del
coeficiente de ultrafiltracion de los capilares glomerulares. También juega un papel en
la regulacion de la reabsorcion tubular de sodio y agua.

La disminucién de su sintesis provocaria una disminucion en el flujo medular que
llevaria a un mayor gradiente osmotico en la médula y a un aumento en la reabsorcion
de sodio y agua. Al tener un electrén no pareado es su estructura quimica, puede aceptar
electrones y de ese modo ser reductor del anion superoxido. Incluso puede llegar a
inhibir la produccién del mismo por los neutréfilos. Pero, por otra parte, puede tener

efecto citotoxico directo y ha sido implicado en el dafio de los tejidos. Los macréfagos
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son una fuente importante de produccion de NO a partir de iNOS ejerciendo accidon

patogena.

Numerosos trabajos han intentado esclarecer el papel del NO en el dafio por isquemia-
reperfusion. Unos apoyan la hipotesis que durante este fendémeno se produce un

aumento de actividad de cNOS; otros de iNOS y otros de ambos.

La mayoria concluye afirmando el efecto protector del NO, manteniendo del flujo
sanguineo renal durante la recuperacion del dafio isquémico. Al parecer, segin Cristol
(1993), seria la isoenzima eNOS la que predominaria durante la I/R sin llegar a
detectarse iNOS. No obstante, Noiri (1996) opina lo contrario. Sin embargo, otros
apoyan el efecto citotoxico del NO. Weight (1998) sugiere que la temprana liberacion
de NO durante la isquemia caliente-reperfusion es citotoxica pero que en general

. . . 17
ejerceria un papel citoprotector.

Neutrofilos

Finalmente el proceso del dafio post-reperfusion se ve agravado por la participacion que
en ella tienen los neutréfilos por una parte y la induccion en la produccion de 6xido
nitrico NO por la otra. La adhesion endotelio-neutrofilo que sigue a la reperfusion estd
fuertemente implicada. El neutrofilo tiene 3 receptores de superficies identificados

como CD 11a, CD11by CD 11¢. ' "
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RADICALES LIBRES DE OXIGENO

Una molécula normal consiste en un par de electrones opuestos en giro (spin) y
circulando en una misma orbita. El radical libre (RL) contiene un numero impar de
electrones. Si dos RL reaccionan entre si ambos son eliminados, pero si reacciona con

. .1 15,19,21
una molécula normal se produce un nuevo radical. ' %

Los radicales libres de oxigeno son metobolitos toxicos que presentan estados
intermedios de reduccion electroquimica del oxigeno al agua. Por ello participan en

multiples reacciones, pueden servir como oxidantes y como reductores.

SUPEROXIDO 0, + e- 0,-
PEROXIDO DE HIDROGENO 0-+ 0, - H, 0, + 0,
RADICAL HIDROXILO H,0 H +0H
OXIGENO SINGULAR 0,++ H, 0, 0, + OH™+ OH"

Los RLO se producen durante la fase de reperfusion por lo que la entrada de oxigeno en
el tejido es mas nociva que la producida por la propia isquemia. El organismo
normalmente elimina el 95% del oxigeno transformandolo en agua en una reaccion
catalizada por la citocromo oxidasa mitocondrial. No obstante un 5% del oxigeno se
elimina a través de la denominada reduccion univalente del oxigeno, es decir el oxigeno
pierde un electron cada vez dando lugar a los denominados radicales libres de oxigeno,

. , . 1
sustancias con un namero impar de electrones.'’
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Toxicidad de Radicales Libres
La toxicidad del superdxido es el resultado del ataque directo o indirecto a nivel

, . . . . 15
molecular por parte del superoxido o bien por radicales generados secundariamente.

Toxicidad Directa

- Mediante modificaciones de los acidos nucleicos y rupturas del ADN.

- Mediante despolimeracion de mucoplisacaridos y del acido hialurénico, asi como
degradacion del colageno.

- Mediante inactivaciones enzimaticas, en particular por oxidacion de grupos sulfhidrilo,

lo cual puede igualmente alterar la integridad de las membranas.

Toxicidad Indirecta

Se manifiesta mediante el proceso de lipoperoxidacion, que constituye la oxidacion de
los acidos grasos poliinsaturados contenidos en los fosfolipidos de las membranas
celulares. De ello resulta una reaccion en cadena con formacion de radicales libres
intermedios que son altamente reactivos y, por tanto, extremadamente toxicos. Esta
reaccion en cadena finaliza con la formacion de aldehidos o por la union de dos
radicales lipidicos o bien por la formacion de un compuesto ciclico. Los productos mas
conocidos son los eicosanoides, acidos grasos de 20 atomos de carbono, que pueden ser
de dos tipos: prostanoides (prostaglandinas, tromboxano, prostaciclina) y leucotrienos,
que derivan del acido araquidonico por las vias de la ciclooxigenasa o de la
lipooxigenasa. El acido araquidénico se sintetiza gracias a la accion de la fosfolipasa A2

sobre los fosfolipidos de la membrana celular.
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La riqueza en &cidos grasos insaturados de las membranas celulares e intracelulares

sugiere la gravedad de las lesiones de membrana que pueden llevar a la apoptosis.'’

Efectos de los Radicales Libres de Oxigeno (RLO) en Patologia Medica

Existen diversas circunstancia clinicas en las que los RLO han sido implicados, bien
directa, bien indirectamente, en su patogenia.

En fisiopatologia renal se han implicado en procesos como isquemia/reperfusion,
eclampsia, distintos modelos de glomerulonefritis y en alteraciones de la hemodinamia
glomerular. El aniéon superdxido, uno de los principales RLO, puede inactivar el 6xido
nitrico causando disfuncion endotelial e hipertension arterial, una de las principales
causas de insuficiencia renal. En condiciones de riesgo arteriosclerdtico como
hipercolesterolemia, diabetes, tabaquismo y angioplastia existen también evidencias de
un mayor estrés oxidativo.”’

La hipdtesis oxidativa de la arteriosclerosis es cada vez mas solida y el estrés oxidativo
se correlaciona con la aparicion y la severidad de las lesiones. Las LDL oxidadas
inducen la expresion de moléculas de adhesion endotelial, intervienen en la formacion
de células espumosas, alteran la membrana endotelial y estimulan la hipertrofia y
proliferacion de células musculares lisas de la vasculatura. En el rifién, estas lesiones
pueden provocar isquemia glomerular e hiperfiltracion compensadora en las nefronas
supervivientes, con el consiguiente desarrollo de glomerulosclerosis, proteinuria e
insuficiencia renal. Los RLO también se producen en las células mesangiales en
respuesta a distintos agonistas troéficos y vasomotores como Angiotensina II, y su

sintesis es esencial para la hipertrofia y proliferacion de dichas células. Del mismo
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modo, los RLO son unos potentes inductores de TGF-f1, factor de importancia crucial
en el desarrollo y progresion de la lesion renal.

En la insuficiencia renal crénica y, en especial, en los pacientes en dialisis, aumentan
los productos de peroxidacion lipidica y disminuyen las defensas antioxidantes como
superoxido dismutasa, glutation, catalasa y tocoferol. La microalbuminuria en pacientes
con hipertension arterial esencial, marcador clinico principal de la nefroangiosclerosis,
se correlaciona directamente con los productos de la oxidaciébn en plasma e
inversamente con la actividad antioxidante sérica’®. Las LDL oxidadas inducen
experimentalmente lesiones analogas a la nefroangiosclerosis (hipertrofia vy
proliferacion tanto de células musculares lisas de la vasculatura como de células
mesangiales y expansion de la matriz extracelular), y el tratamiento antioxidante
previene dichas lesiones.

Todavia esta por demostrar que el tratamiento antioxidante disminuya las lesiones de
nefroangiosclerosis en clinica humana pero ya existen evidencias disponibles en cuanto
a su bondad en otros territorios vasculares, como por ejemplo en la restenosis coronaria

al usar terapia antioxidante.”
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Dimetilsulféxido

Historia de DMSO

El Dimetilsulfoxido (DMSO) es un producto utilizado en la industria de la madera,
como un solvente desde 1953. Ademas, es uno de los productos farmacéuticos mas
estudiados pero menos comprendido de este tiempo en los Estados Unidos. La
investigacion para usos médicos comenzo en 1961 con el Dr. Stanley Jacobs . Este era
utilizado para preservar los 6rganos antes de ser colocados en el nuevo paciente. El Dr.
Jacobs observo que el agente penetraba rapidamente la piel y llegaba a capas profundas

. . - Cge, e e . . . ., 30
sin producir mayor dafio alguno. Al observar esto, decidio iniciar su investigacion.

La noticia de este nuevo agente farmacéutico se difundid gracias a los estudios del Dr.
Jacobs lo cual ocasiono una revolucién mediatica y con la poblacion en general. Esto
ocasiono problemas para la investigacion de los efectos del mismo, ya que por su

disponibilidad industrial era facil para el publico adquirir esta nueva sustancia.

DMSO y FDA

Al inicio de la investigacion de DMSO, seis fueron las compaiias farmacéuticas que se
embarcaron en la investigacion del mismo. Dentro de estos estudios en Noviembre de
1965 se reporto una muerte relacionada con el uso del DMSO, fue una mujer en el pais
de Irlanda, la cual murié de una reaccion alérgica después de administrado el sustancia,
pero que también estaba consumiendo otros sustancias. La causa de la reaccion alérgica
no fue identificada, pero la prensa rapidamente sefialo al DMSO como la causa
inminente. Posteriormente a este reporte la FDA decidié clausurar todos los ensayos

, . . . 30
clinicos relacionados con el DMSO, al vincularlo con la muerte de una persona.
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Después de 20 anos de estudios con el DMSO, no se han reportado otras muertes
relacionadas con su uso, pero aun con este dato la FDA ha rechazado 7 estudios y solo
existe una aplicacion clinica, la cual fue aprobada en 1978 para el tratamiento de la

cistitis intersticial.*

DMSO, Analgesia y Absorcion

Dentro de las primeras caracteristicas que capto la atencion del Dr. Jacob fue la
facilidad de la sustancia para penetrar las membranas.’’ La solucion utilizada en la
mayoria de estudios es una concentracion del 90%. La efectividad maxima de la
sustancia esta entre los rangos de 70-90% de concentracion. Esto solo es menor cuando
se utiliza en la vejiga ya que en concentracion del 15% logra penetrar el epitelio.32
Ademas el DMSO tiene usos como medio de transporte para otros medicamentos, entre
los comprobados esta la morfina, la penicilina, esteroides y cortisona. Los efectos de

transporte dependen de las caracteristicas de la molécula como el peso y la forma.

Dentro de los usos del DMSO como analgésico topico, se utilizan soluciones de 70% de
DMSO y 30% de agua. Estudios sugieren que le DMSO elimina el dolor al bloquear las
fibras nerviosas periféricas.® Se ha comprobado un efecto analgésico en quemaduras,
heridas y torceduras de hasta 6 horas.** Se ha utilizado en integrantes de equipos
deportivos y en juegos olimpicos, y se ha comprobado que el detener la administracion

la sintomatologia vuelve.

DMSO e Inflamacién
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El DMSO es capaz de reducir la inflamacion por varios métodos. Es considerado un
antioxidante y recolector de radicales libres en el sitio de lesion. Ademas es capaz de
estabilizar membranas y detiene o disminuye la pérdida de sustancia de las células con
lesion. Esto fue comprobado en un estudio en la Cleveland Clinic en 1978 donde se
utilizo para el alivio del dolor en pacientes con desordenes inflamatorios
genitourinarios y se comprobé que produjo alivio del dolor en la mayoria de pacientes.*”
Posteriormente se hizo la recomendacion de ser utilizado en cualquier tipo de
inflamacion exceptuando la ocasionada por infeccion o tumores. Se recalca su uso en
pacientes con dolor como paliativo, no estd indicado como médicamente curativo de

cualquier condicion en la que sea utilizado.

DMSO y Trauma en Sistema Nervioso Central

En los afios de 1971 el Dr. De la Torre en la Universidad de Chicago comenzo a trabajar
con el DMSO en lesiones al sistema nervioso central. Sus estudios en animales
demostraron que la sustancia disminuye la presion intracraneal mas rapidamente y de
manera mas significativa que otros medicamentos utilizados comunmente. Ademas el
DMSO logro estabilizar la presion arterial sistémica, mejoro la respiracion, aumento en
5 veces la diuresis y aumento el flujo sanguineo a las 4areas medulares con
lesion.”®**Posterior a este estudio se utilizo el DMSO en pacientes con Trauma
Craneoencefalico Severo en los cuales la presion intracraneal no cedia a pesar de los

tratamientos convencionales con manitol, esteroides o barbituricos.

DMSO y Farmacologia
Se han descrito una gran variedad de acciones farmacologicas del DMSO por medio de

ensayos clinicos como el transporte de membrana, los efectos sobre tejido conectivo,
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efectos anti-inflamatorios, analgesia, bacteriostasis, diuresis, vasodilatacion,

. -y . 30
antagonismo de la agregacion plaquetaria, entre otros.

Con respecto al transporte por membrana se observod la presencia del DMSO por medio
de radioactividad en la sangre 10 minutos posteriores a la aplicacion del mismo por via
cutanea. En el caso de los humanos se observé por este mismo caso en 5 minutos. Una
hora posterior a la aplicacion por la misma via se podia detectar DMSO en los huesos.
Ademas se midio el nivel de DMSO por medio de radioactividad en los diferentes
organos de ratas. En orden decreciente se encontr6 primero el bazo, estomago, pulmon,
humor vitreo, timo, cerebro, rifién, colon, corazén, musculo esquelético, piel, higado,

aorta, glandulas suprarrenales y cartilago.”

Se investigo el efecto del DMSO en la vasodilatacion con un modelo de ratas en el cual
se utilizo para aumentar el flujo en un injerto de tejido en la espalda de estos animales.
Fue sugerido por los investigadores que el primer efecto del DMSO en el injerto seria la
liberacion de histamina. En otro estudio se identifico el aumento de la supervivencia del
injerto pero se desconoce la causa del mismo pero se cree no tiene relacion con el

aumento de la perfusion al tejido.*

Existe otro efecto importante y esta relacionado con al antagonismo a la agregacion
plaquetaria. Existen dos estudios en los cuales se demostr6é que una solucion de DMSO
al 5% disminuye la agregacion plaquetaria in Vitro.*' E1 DMSO es capaz de antagonizar
muchas sustancias dentro del proceso de isquemia, en su mayoria las liberadas por las
plaquetas, las cuales en ocasiones inducen la vasoconstriccion, vasoespasmo u

obstruccion del lumen de los vasos. En estudios se ha demostrado la capacidad del
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DMSO de inhibir el ADP y la agregacion plaquetaria inducida por la trombina.** Se
presume logra este efecto al aumentar los niveles de cAMP, por medio de la inhibicion

de la enzima degradadora de este componente, la fosfodiesterasa.

Ademas se ha encontrado otro efecto del DMSO sobre otras sustancias vasoactivas
secretadas por las plaquetas durante la lesion o isquemia. Dentro de estas esta el calcio
de las células o de las plaquetas especificamente y su efecto sobre la pared muscular de

. 43 44 45 46
las arteriolas.

Se conoce muy poco sobre el DMSO y su efecto sobre las prostaglandinas y
tromboxanos. Estudios han reportado que el DMSO aumenta la sintesis de PGE.”’ La
PGE1 es capaz de reducir la agregacion plaquetaria al aumentar el cAMP y ademas
inhibe la liberacion de noradrenalina mediada por el calcio en las terminaciones
nerviosas, un efecto que puede antagonizar la vasoconstriccion y reducir el flujo

: 4
sanguineo cerebral.*®

Ademas se ha reportado que el DMSO puede bloquear los receptores de PFG2 y reduce
la sintesis de PFE,.* Estos compuestos son capaces de ocasionar una agregacion
plaquetaria moderada y la PFG2 ademés induce la vasoconstriccion.™ Los efectos del

DMSO sobre la sintesis del tromboxano son aun desconocidos.

Efectos Adversos de DMSO
Los primeros estudios de DMSO contemplados por la FDA en afios anteriores fueron
interrumpidos en 1965 debido a reportes de alteraciones en el cristalino en algunos

mamiferos. Estas alteraciones estaban relacionadas con cambios en la refraccion de los
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mismos y no con opacidades. En estos animales se encontraban 2 4reas con diferente
refraccion. Los unidades de experimentacion en los cuales se presentaron estos cambios
recibieron dosis de 5g/kg al dia. Este efecto adverso se presentd en perros, conejos y
cerdos.”

Compaiiias farmacéuticas involucradas en los estudios al momento no habian reportado
casos como los mencionados en mamiferos. Debido a que los estudios ya estaban en
marcha, parecia infructifero hacer una nueva evaluacion de los pacientes para
determinar estos problemas preexistentes, ya que algunos de ellos eran adultos mayores
y al momento del reclutamiento no fue tomado en cuenta un examen oftalmologico. Se
decidio revisar a pacientes que ya estuvieran en tratamiento prolongado y a dosis
elevadas para ser evaluados. Se examinaron en esa ocasion a 32 pacientes con dosis de
30g/dia de DMSO por 3 — 19 meses en los cuales no se encontr6 ninguna

. 49
anormalidad.

Las companias farmacéuticas continuaron recolectando informacion de sus diferentes
estudios con alrededor de 20,000 casos en los que no se encontrd anormalidades. Otros
estudios en Alemania y Estados Unidos se efectuaron con monos en los cuales tampoco
se encontrd anormalidades elucidando que estos efectos eran especificos para algunas

.49
especies.

En 1967 se restablecio el estudio del DMSO especificamente para evaluar los efectos
adversos en los humanos (n=65). En este estudio se evaluarian parametros especificos,
dentro de ellos los efectos oftalmologicos, pulmonares, quimica sanguineas y a nivel de
medula 6sea. La primera fase consistia en la administracion topica de DMSO al 80% a

dosis de lg/kg al dia. En la quimica sanguinea se reportaron elevaciones aisladas de
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nitrdgeno ureico y transaminasas pero ninguna sobre valores normales. El examen
oftalmolégico no revelo ninguna anormalidad al igual que un nuevo examen fisico
completo. La totalidad de estos pacientes presentd eosinofilia la cual es normal al
considerar la reaccion como histamina del DMSO a nivel local. Los efectos

generalizados fueron sedacion (52%), cefalea (42%), nauseas (32%) y mareos (18%).”"

El estudio continué con los mismos criterios de seleccion de pacientes pero en esta
ocasion el periodo de uso del DMSO se aumento a 90 dias, con la misma concentracion
de la sustancia al igual que la dosis. En este caso los pacientes fueron evaluados con los
mismos parametros. Se encontraron anormalidades en la quimica sanguinea Ginicamente
con las transaminasas las cuales retornaron a sus valores normales dentro del periodo de
aplicacion de la sustancia. No se reportaron anormalidades oftalmoldgicas o
pulmonares. Los efectos mads comunes siempre fueron las reacciones cutdneas y
halitosis (con olor similar al ajo) relacionada con el uso prolongado de DMSO. Dentro
de los efectos adversos se mencionan las cefaleas, mareos, nauseas y reacciones
cutaneas.”’

Farmacocinética del Dimetilsulfoxido

El Dimetilsulfoxido (DMSO) posee una vida media en humanos es de 12 a 15 horas. El
DMSO es metabolizado en los humanos por la oxidacion a Dimetilsulfona, DMSO; o
por la reduccion a Dimetilsulfuro, DMS. DMSO y DMSO; son excretados en la orina y
heces. DMS es eliminado por las vias aéreas y la piel con un olor caracteristico a “ajo” u
“ostras”. La excrecion en humanos cuando el DMSO se administra por via oral se
completa en 120 horas, con la excrecion urinaria como método de eliminacion primario.
El metabolito DMSO; puede persistir en los humanos hasta por 2 semanas. Se ha
demostrado que la tasa de depuracion renal es similar en la administracion crénica como
en las administraciones individuales sin importar la concentracion o dosis. No se ha
demostrado acumulacion residual del DMSO en humanos o animales por periodos

.. ., .. . .. 2
prolongados de administracién sin importar la ruta o dosis administrada.’
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HISTOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA RENAL AGUDA

La histopatologia renal varia de acuerdo a la severidad y evolucidon de la lesion del
rindn. Los cambios pueden darse tempranamente y se presentan como alteraciones
minimas a edema celular severo, hasta necrosis celular con denudacion de la membrana
basal.”> El dafio isquémico es mas notorio en los segmentos S; de los tibulos
proximales y de los segmentos medulares de la porcion gruesa del asa de Henle. Estos
segmentos tubulares particularmente sensibles a la isquemia debido a las altas tasas de
transporte de solutos dependiente de ATP, y a su ubicacion en la medula externa, donde
las presiones parciales de oxigeno son bajas aun en condiciones basales. La isquemia
celular resulta en deplecion del ATP, inhibicion del transporte activo de sodio,
disrupcion del citoesqueleto, pérdida de la polaridad celular, adhesion entre células y
entre la célula y la matriz, y formacion de radicales libres de oxigeno."

A medida que la lesion renal progresa se pueden observar cambios de regeneracion de
los tubulos. Los indicadores histologicos son: proliferacion celular, tal como mitosis,
nucleos hipercromaticos, y una relacion alta nicleo-citoplasma.

Los tabulos lesionados se encuentran separados por un intersticio edematoso. Puede
observarse un leve infiltrado inflamatorio compuesto por linfocitos, macrofagos y
neutréfilos, en raras ocasiones pueden observarse eosinofilos.

La muerte celular que se da durante el evento de isquemia-reperfusion ocurre a través de
apoptosis o necrosis coagulativa, lo cual se ha documentado en modelos animales y en
la practica clinica de la enfermedad renal. Los cambios que se pueden observar son
condensacion del nacleo y citoplasma. Los cuerpos apoptodticos, que se representan
como fragmentos nucleares unidos por membrana, pueden observarse en células

tubulares adyacentes, ya que han fagocitado los restos celulares. La necrosis coagulativa
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se caracteriza por citoplasma eosinofilo y picnosis, con eventual desaparicion del

nucleo.” (Ver Imagen 1)

1 - %, }
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Imagen 1 Necrosis coagulativa focal de células epiteliales focales, con detritos en lumen

tubular.

Fuente: Hepinstall's Pathology of the Kidney, 6th Edition, capitulo 24, pag. 1154.

Las pediculaciones apicales pueden ser el tnico hallazgo que se puede observar en las
formas leves, en cambio en las formas mas severas también se observa necrosis focal
con ruptura de la membrana basal tubular.>*

La inflamacion intersticial se debe a una respuesta a la lesion tubular, habitualmente el
infiltrado es mononuclear y focalizado, ocasionalmente se asocia a edema intersticial, el

cual puede ser severo.” (ver imagen 2).
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Imagen 2. Areas de pérdida de células tubulares aisladas en un riiién con lesién
isquémica. Las células lesionadas se desprenden, dejando areas tubulares con membrana
basal cubiertas con una fina capa de citoplasma de células adyacentes (puntas de flechas).
Algunas células desprendidas pueden observarse en el lumen tubular (flechas cortas). Una
célula mitética se puede observar en una célula tubular (flecha larga). Ademas se observa
edema intersticial y células inflamatorias que se observan en los alrededores de los

capilares.

Fuente: Hepinstall's Pathology of the Kidney, 6th Edition, capitulo 24, pag. 1152.

Un hallazgo particularmente interesante en el caso de falla renal aguda es la
acumulacion de células nucleadas en la vasa recta de la medula externa. Es un hallazgo
comin y que en algunas ocasiones es la Unica clave histologica para diagnosticar

isquemia renal transitoria.”
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Imagen 3. Congestion de eritrocitos y células nucleadas en vasa recta dilatada de la

medula externa en un riiién con lesion isquémica.

Fuente: Hepinstall's Pathology of the Kidney, 6th Edition, capitulo 24, pag. 1156.

La naturaleza de las células cambia de acuerdo a la progresion de la Isquemia renal
transitoria en sus tres diferentes fases.

Los linfocitos predominan en las primeras 24 a 48 horas, posteriormente se observan
células inmaduras de la serie mieloide y eventualmente por células rojas nucleadas y
precursores de células rojas. La acumulacion de células nucleadas de mayor tamafio es
un reflejo del aumento hemodinamica que ocurre en la isquemia renal transitoria, con un
aumento del flujo sanguineo de los glomérulos superficiales y de la corteza medial hasta
el yuxtaglomerular, lo que resulta en un incremento relativo del flujo a la poblacion de

nefronas, lo cual hace que aumente la vasa recta.”
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METODOLOGIA

Tipo de estudio
Estudio de tipo experimental en el cual se utilizo DMSO como agente antioxidante.

Unidades Experimentales
Se utilizaron conejos machos raza Nueva Zelanda con peso entre 2.5 * 1 Kg. El

bienestar animal se realiz6 bajo los lineamientos del consejo canadiense para el cuidado
animal del afio 2007.%

Cada animal permanecid en jaulas aisladas administrando agua ad libitum. Una vez
finalizado el procedimiento se realizd eutanasia siguiendo las normas de la American

Veterinary Medical Association™

Grupos experimentales
La muestra estuvo compuesta por un total de 45 conejos, dividida en grupos de la

siguiente manera:
e Grupo A (A) sometidos a isquemia renal por 30 minutos N = 15
e Grupo B (B) sometidos a isquemia renal por 60 minutos, N = 15

e  Grupo C (C) sometidos a isquemia renal por 90 minutos, N = 15.

A su vez cada grupo se dividio en 3 sub grupos:

— Subgrupo 1: compuesto por 5 conejos sometidos al evento isquémico con
infusion de DMSO (DMSO) por via endovenosa 10 minutos previos al
pinzado.

— Subgrupo 2: compuesto por 5 conejos sometidos al evento isquémico con
administracion de DMSO por via endovenosa 10 minutos posterior al

pinzado.
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— Subgrupo 3: compuesto por 5 conejos sometidos al evento isquémico con

administracion intravenosa de Solucion fisiologica al 0.9%.

El cuadrolmuestra el resumen de la distribucion de la muestra:

Cuadro 1. Distribucion de la muestra

Numero
Grupo Subgrupo Codigo Descripcion de
animales
Al Isquemia por 30 minutos + DMSO
1 5
IV Pre pinzado.
A A2 Isquemia por 30 minutos + DMSO
2 5
IV Post pinzado.
3 A3 Isquemia por 30 minutos + SSN IV 5
B1 Isquemia por 60 minutos + DMSO
1 5
IV Pre pinzado.
B B2 Isquemia por 60 minutos + DMSO
2 5
IV Post pinzado
3 B3 Isquemia por 60 minutos + SSN IV 5
Cl Isquemia por 90 minutos + DMSO
1 5
IV Pre pinzado
C C2 Isquemia por 90 minutos + DMSO
2 5
IV Post pinzado.
3 C3 Isquemia por 90 minutos + SSN IV~ 5
Total 45
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Criterios de Inclusién

— Conejos machos.
— Conejos con peso entre 2.5 1 Kg

— Conejos en buen estado de salud.

Criterios de exclusién

— Conejos con anomalias estructurales evidentes
— Congjos que fallezcan posterior a la induccion anestésica y previa
finalizacion del procedimiento quirtrgico

— Conejos con anomalias renales macroscopicas.

Aleatorizacion de la muestra
La seleccion de las unidades experimentales se realiz6 asignando un nimero a cada

conejo marcando sobre la piel de la oreja el numero. Los niimeros fueron colocados en
una tombola de donde se extrajeron uno a uno los niimeros, colocando los nimeros en
cada grupo y subgrupo completando el nimero de animales designado, iniciando desde

el G A1 hasta el G C3.

Preparacion prequirudrgica.

Anestesia

Cada animal fue pesado y examinado para corroborar su estado general.

Se pre medicé mediante la inyeccion IM de Maleato de Acepromacina a una dosis de
0.1mg/kg, y Ketamina dosis de 30 mg/kg, se posiciond a la unidad experimental en
decubito lateral izquierdo para la aplicacion de Procaina al 2% como anestésico local.

Las dosis de mantenimiento de anestesia consistieron en la aplicacion intramuscular de
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15mg/kg para Ketamina y 0.1mg/kg de Maleato de Acepromacina aplicados cada 15

minutos.

Preparacion del area quirdrgica

Una vez comprobado el estado anestésico de la unidad experimental, se rasuraron
ambos flancos y la region del hemicuello derecho. La asepsia del campo quirurgico se
realiz6 mediante la aplicacion de Digluconato de Clorhexidina al 20%. Se procedi6 a la

colocacion de campos delimitando el campo quirtrgico.

Acceso venoso

Se disecd por planos hasta ubicar la vena yugular derecha(Ver imagen 5). Una vez
identificada, se procedio a la canalizacion mediante catéter Venocath 22G o 24G y PRN
para la administracion de Solucion Fisiologica 0.9%°"* a un volumen de 10cc/kg/hora
y de DMSO al 40% a razon de 3.8ml/kg en una sola aplicacion segun el grupo

experimental.

Imagen 4. Cateterizacion de vena yugular derecha.
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Procedimiento Quirdrgico.

En decubito prono se practicd una incision paravertebral bilateral, disecando por planos
hasta ubicar ambos rifiones y su respectivo hilio, aislando la arteria y vena renal del
uréter. Una vez localizadas y aisladas se procedid a utilizar un clamp vascular
atraumatico para pinzar la arteria y vena renal de ambos rifiones con el fin de provocar
isquemia durante 30, 60 o 90 minutos dependiendo del grupo experimental. Finalizado
el tiempo de isquemia, se procedid a liberar el paquete vascular, verificando la
permeabilidad de ambas. Una vez reestablecido el flujo sanguineo se mantuvo el

periodo de reperfusion por seis horas, seguido de nefrectomia bilateral y eutanasia.

Imagen 5. Secuencia de eventos experimental para la instauracion de isquemia-reperfusion A) Rifidn sano previo

inicio de isquemia coloracion normal. B) Rifidon sometido a isquemia renal recién iniciada. Nétese el cambio de
coloracion entre las dos imagenes, siendo el riiion de la imagen B mas palido. C) Rifiones inmediatamente
posteriores a la reperfusion. D) Rifiones 6 horas posterior a la reperfusion previo a nefrectomia.
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Intervencién Terapéutica
A las unidades experimentales del subgrupo 1 se les administrd una dosis de 3.8 ml/kg

de una solucion al 40% de DMSO, 10 minutos previo al pinzado del paquete vascular
renal.

A las unidades del subgrupo 2 se les administré una dosis de 3.8 ml/kg de una solucion
al 40% de DMSO, 10 minutos posteriores al pinzado del paquete vascular renal.

A las unidades del subgrupo 3 se les administré un bolus de Solucion Fisiologica al

0.9% via intravenosa.

Eutanasia
Para tal efecto se administré Cloruro de potasio LV. a dosis de 2 mmol/kg.”
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Toma de Muestras

Muestras sanguineas (Ver imagen 6)
Con el fin de no causar alteraciones hemodinamicas en las unidades experimentales el
volumen total de las muestras sanguineas no excedié los 10cc/kg de peso.
Cada muestra fue de 3cc en cada toma:
e 1*toma: Previo al inicio del procedimiento quirdrgico, estado basal
e 2%toma: previo al retiro del pinzado de las arterias renales, isquemia renal
e 3%toma: 6 horas posteriores al retiro del pinzado de las arterias renales, reperfusion

renal

Imagen 6. Toma de muestras sanguineas a través de acceso venoso.

Muestras Anatomopatoldgicas

Al final del procedimiento y previa eutanasia se realizd nefrectomia bilateral (Ver
imagen 7). Inmediatamente posterior a la nefrectomia se procedié a tomar el peso de
cada rifién y luego a la seccion longitudinal de las muestras colocando papel filtro en el

medio. Se procedié a la fijacion con formalina buferizada (pH 7.2 a 7.6 se logrd
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utilizando fosfatos, ortofosfato disddico anhidro y fosfato s6dico) con duracion de 5

dias en promedio.

Imagen 7. Seccion longitudinal de rifiones previo a inmersion en formalina buferizada

Andlisis de las Muestras

Muestras Séricas
Cada muestra fue procesada en equipo automatizado para el analisis de creatinina, urea,

y nitrégeno ureico. Los valores de referencia se tomaron del Anexo 1.

Muestras Anatomopatoldgicas

Luego de la fijacion, se procesaron con deshidratacion con metanol anhidro con
duracion de 3 horas en 3 diferentes depositos, luego se procede a aclaramiento con xylol
con duracion de 2 horas en 2 diferentes depdsitos y finalmente embebimiento en
parafina (Paraplast®) en dos diferentes bafios por 2 horas. Posteriormente se realizaron
los bloques de parafina y se solidificaron. Luego fueron realizados cortes al microtomo
rotatorio. Se realizaron 2 cortes de cada rifion (2 del derecho y 2 del izquierdo).

Se procedid a tincion histoquimica de hematoxilina eosina y de Acido Peryodico de
Schiff para visualizar membranas basales. Todas las tinciones llevaban un testigo
control, que en este caso se realizd con apéndice cecal. Luego se realiza la
interpretacion histologica con microscopio Optico binocular analizando cada lamina en

10 campos ecofuertes.
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Los parametros estudiados se enfocaron en la estructura de glomérulos, membrana

basal, tiibulos y corteza renal emitiendo un diagnéstico final de leve, moderado o severo

de acuerdo a la siguiente distribucion.

Cuadro 2. Clasificacion de grado de lesion histopatolégica.

Grado Hallazgos patolégicos
lesion
Leve Cariolisis

Edema celular

Membrana basal sin alteraciones
Moderado Cariolisis focal

Disrupcion focal de la membrana basal

Severo Necrosis total de epitelio tubular

Fragmentacion y colapso de la membrana basal

Anélisis estadistico
Los valores obtenidos fueron tabulados en el programa Microsoft Excel y procesados

mediante el programa Graphpad, analizados mediante ANOVA de medidas repetidas

con Test de Friedman.
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Variables

Variables independientes

Variable

Definicion

Unidad

Tiempo de Isquemia (tI)

renales.

Duracion del pinzamiento

de las arterias y venas

Minutos (min)

Tiempo de Reperfusion

(tR)

Periodo comprendido desde
la liberacion del
pinzamiento de las arterias
y venas renales hasta la

nefrectomia bilateral

Horas (h)

Variables dependientes

Variable Definicion Unidad Valores normales
Creatinina (Cr) Prueba quimica Mg/dL 0.5-2.5mg/dl
sanguinea marcador
de la funcién renal
Nitrogeno Ureico Prueba quimica Mg/dL 13-29mg/dl
(BUN) sanguinea marcador
de la funcion renal.
Urea (U) Prueba quimica Mg/dL N/A
sanguinea.
Histologia renal Evaluacion de la Daiio Leve, Extension de dafio
estructura Moderado o de necrosis tubular
histopatologica del Severo y disrupcion

tejido renal.

membrana basal
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RESULTADOS

A continuacion se presentan los datos obtenidos del analisis de las 45 unidades

experimentales de experimentacion cuya distribucion se detalla en el cuadro 1.

Creatinina Sérica

Las medianas de creatinina mostraron una tendencia al incremento en cada uno de los
grupos siendo mas notable en el grupo control, donde el aumento porcentual de los
valores de creatinina desde la fase basal a la fase de reperfusion fueron del 44%, 59%, y
154% para los subgrupos con 30, 60 y 90 minutos de isquemia respectivamente. El
analisis de la varianza (ANOVA) con test de Friedman mostro significancia estadistica
para el grupo control sometido a 90 minutos de isquemia (p=0.00), y no significancia

para los grupos control expuestos a 30 y 60 minutos de isquemia (p =0.12)

El grupo con administracion de DMSO previo a la isquemia renal conservo la tendencia
al aumento, aunque menos acentuada que en el grupo control, exhibiendo porcentajes de
incremento de 63%, 35% y 85% para los subgrupos con 30, 60 y 90 minutos de
isquemia respectivamente. La administracion previa de DMSO en el grupo sometido a
isquemia por 30 minutos (p = 0.12) no mostro diferencia estadisticamente significativa,
por el contrario en los grupos de 60 y 90 minutos de isquemia (p = 0.04 y p = 0.01,

respectivamente). (Ver cuadro 3)
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Cuadro 3. Comportamiento de las medianas de las variables evaluadas. (n = 45, p < 0.05)

L. Fase de
Exp(giunl::;tc;ecién V?l?gr/giial lnteizl;gr(:ﬂico Faslelsg(}:ilg)mca Inteizl;gl-‘:ilico R‘zllfgrf;ii)én lnteiﬂgr‘:ﬂico P=0.05 Al\/;l:at:iti?n(:e VARIABLE
3 30 MIN 0.85 0.74-0.98 1.09 0.98 - 1.50 122 0.91-1.47 0.12 44%
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s < 30 MIN L11 0.93-1.24 1.48 118 - 1.54 1.81 0.84-2.46 0.12 63% E
£ :uj % SO 0.75 0.60 - 0.80 L15 091-121 1.07 0.64- 1.15 0.04 35% =
= % 90 MIN 0.75 0.67-0.94 1.16 1.12-1.38 1.39 1.19 - 1.60 0.01 85% Z
< 30 MIN 0.78 0.65-0.93 1.05 0.87-1.20 0.85 0.69 - 1.03 0.01 9% E
225 60 MIN 0
58 s 0.66 0.54-0.76 0.97 0.96- 1.02 1.09 0.99 - 1.28 0.01 65%
@ 90 MIN 0.71 0.59 - 0.98 124 1.06 - 1.71 1.55 0.86 - 1.83 0.02 118%
3 30 MIN 15.00 12.79 - 16.71 18.99 17.62 - 21.20 20.00 19.86 - 23.45 0.01 33%
E 60 MIN 25.10 22.75-26.21 30.54 29.72 - 33.30 37.97 36.30 - 40.41 0.00 51%
S 90 MIN 22.50 20.20 - 23.05 25.50 24.66 - 27.98 35.85 34.89 - 36.90 0.00 59% Z
= 30MIN 20.60 18.92 - 21.96 23.24 21.11 - 24.41 32.73 32.22 - 36.02 0.00 59% c ;
8135 60 MIN 15.28 14.22 -17.67 18.47 17.61 - 20.38 21.95 20.38 - 23.48 0.00 44% E Q
E & 8 . . . B . . . . . B (0] 8 O
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%’ § = 60 MIN 17.57 16.11 - 19.19 18.09 17.95 - 19.86 25.13 23.96 - 26.78 0.02 43%
2 90 MIN 17.35 16.18 - 17.97 19.87 19.25-21.25 24.38 24.01 - 26.40 0.00 41%
3 30 MIN 28.70 25.52 - 35.70 35.40 31.35 — 40.84 39.70 37.20 - 56.70 0.00 38%
§ 60 MIN 54.70 42.80 - 81.30 59.30 50.00 - 83.35 78.09 58.05 - 91.90 0.01 43%
S 90 MIN 4530 4328 -70.30 56.60 52.80 - 68.66 76.70 69.35 - 141.1 0.01 69%
8= kAR 43.46 40.50- 46.53 48.50 45.14 - 51.47 69.47 56.55 - 73.88 0.00 60% S
§ § 60 MIN 32.69 30.44 - 37.80 39.25 34.62 - 43.62 46.98 43.62 - 50.24 0.01 44% ﬁ
2 2 90 MIN 32.95 29.35-35.63 37.50 34.97 - 40.55 47.77 43.89-52.33 0.00 45% >
o é 30MIN 30.60 26.56 - 46.96 36.12 30.48 - 49.10 40.46 30.08 - 53.87 0.00 32%
z § % 60 MIN 37.59 34.47 -40.72 38.72 38.40 - 42.56 51.46 25.54 - 61.08 0.37 45%
2 90 MIN 37.13 30.11 - 38.46 42.53 37.97 - 45.48 50.70 4541 - 56.48 0.00 37%
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La administracion post isquemia de DMSO describe la misma tendencia los porcentajes
de aumento fueron de 9%, 65% y 118% para los subgrupos con 30, 60 y 90 minutos de

isquemia respectivamente, con significancia estadistica en todos los grupos (p < 0.05)
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Nitrogeno Ureico

Las medianas de la variable y el porcentaje de incremento con respecto a la fase basal
muestran una cambio ascendente dentro de cada grupo observando incrementos
porcentuales de 33%, 51% y 59% para 30, 60 y 90 minutos de exposicion a la
isquemia (Ver cuadro 3).

En el grupo que recibid tratamiento con DMSO previo al inicio de isquemia la
tendencia en cada grupo se mantiene (ver grafica 2), los valores de la mediana
incrementan con respecto al valor basal. Con variaciones porcentuales de 59%, 44% y
45% para tiempos de isquemia de 30, 60 y 90 minutos respectivamente.

El grupo que recibid tratamiento con DMSO posterior al inicio de la isquemia muestra
un aumento de los valores de la mediana, con una variacion progresiva entre los grupos
de 30 y 60 minutos, siendo de 24% y 43% respectivamente. El grupo expuesto a
isquemia renal de 90 minutos muestra un aumento total de 41%, 2% menos que el
aumento presentado por el grupo con isquemia renal de 60 minutos.

El andlisis de la varianza (ANOVA) con test de Fieman muestra una diferencia

estadisticamente significativa con p < 0.05 en todos los grupos. (Ver cuadro 3)
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Grafico 2. Comportamiento de medianas de Nitrégeno Ureico, comparando tratamientos versus tiempos de
isquemia. A. Grupo sometido a isquemia renal por 30 minutos, B. Grupo sometido a isquemia renal por 60
minutos, C. Grupo sometido a isquemia renal por 90 minutos.
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Urea Sérica

Las medianas de la variable en el grupo control muestran un ascenso progresivo en cada
fase del procedimiento. Asi mismo la variacion porcentual aumenta a medida que el
tiempo de isquemia se prolonga 38%, 43%, 69% para 30, 60 y 90 minutos de isquemia
respectivamente (ver cuadro 3).

En el grupo que recibid tratamiento con DMSO previo al inicio de isquemia se observa
un patron inverso observando la mayor elevacion del valor en el menor tiempo de
isquemia 60%, 44% y 45% para 30, 60 y 90 minutos de isquemia respectivamente.

El grupo que recibid tratamiento con DMSO posterior al inicio de isquemia refleja un
mayor incremento de los niveles en el grupo expuesto a 60 minutos con un 45%, versus
32% y 37% para periodos isquémicos de 30 y 90 minutos respectivamente.

El andlisis de las varianzas (ANOVA) con test de Fieman muestra una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) en todos los grupos a excepcion del grupo que
recibid tratamiento con DMSO posterior al inicio de la isquemia renal por 60 minutos (p

=0.37) (Ver cuadro 3).
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Grifica 3. Comportamiento de medianas de Urea, comparando tratamientos versus tiempos de
isquemia. A. Grupo sometido a isquemia renal por 30 minutos, B. Grupo sometido a isquemia renal por
60 minutos, C. Grupo sometido a isquemia renal por 90 minutos.
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Resultados de Histopatologia.

El analisis histopatologico de los rifiones de las unidades experimentales se realizo con

el fin de determinar el grado de severidad de las lesiones de acuerdo a los pardmetros

establecidos en la metodologia (ver cuadro 4).

Cuadro 4. Hallazgos histopatolégicos representativos encontrados en rifiones
sometidos a isquemia renal.

Hallazgo

Rinén normal

Disrupcion tubular

Disrupcion tubular
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Dilatacion tubular
(Lesiones focales)

Disrupcion focal de la membrana
basal.
(Lesiones focales)
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Cilindros hialinos

Necrosis tubular.
(Lesiones extensas)

Necrosis y fragmentacion tubular
extensa (Lesiones severas)

Fragmentacion tubular extensa
generalizada. (Lesiones severas)
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Distribucion de los hallazgos.

El dafio observado en el grupo control posterior a la isquemia-reperfusion se distribuye
de la siguiente manera: 33% de las unidades experimentales presentaron cambios
severos, 20% presentaron cambios moderados y 46% cambios leves. Para las unidades
experimentales que presentaron dafios severos, 60% son parte del grupo sometido a
isquemia renal por 90 minutos, y 20% para isquemia renal de 30 y 60 minutos,
respectivamente.

En el grupo con aplicacion de DMSO previo al inicio de la isquemia se evidencio la
ausencia de dafios severos. Se observa un aumento del porcentaje de unidades
experimentales con lesiones moderadas con respecto al control, este aumento
corresponde a un 40%, y el porcentaje de unidades experimentales con lesiones leves se
mantuvo en un 40%.

Al aplicar al DMSO posterior al inicio de la isquemia tampoco se evidenciaron dafios
severos. El porcentaje de unidades experimentales con dafios moderados aumentan a
40% (aumento del 20% con respecto al control). Los cambios leves se presentaron en el
60% de las unidades experimentales, 14% mas que en el grupo control.

Es de notar que no se registraron cambios glomerulares o vasculares en los cortes

histologicos. (Ver cuadro 4)

El analisis por Chi cuadrado muestra una significancia estadistica con p = 0.00.

67



Grafica 4. Distribucion de hallazgos histopatoldgicos seglin tratamientos independiente
duracion de isquemia renal. (n = 45)
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Cuadro 5. Distribucion porcentual de hallazgos histopatologicos segin los grupos control.
m=15)

Leve Moderado Severo

Isquemla. Renal de 60 60% 20% 20%
minutos
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Cuadro 6. Distribucion de unidades experimentales sometidas a los diferentes tiempos de
isquemia renal y tratamiento. (Valores obtenidos de acuerdo a un estimado de proporcion)

Leve Moderado Severo

= § 2 DMSO Pre Isquemia 40% 60% 0
E< g
2% £
g ;:a E DMSO Post Isquemia 20% 80% 0
s 3
E 2 3 DMSO Pre Isquemia 40% 60% 0
g= 2
g EE :
~ & DMSO Post Isquemia 100% 0 0

&
'E v 8 DMSO Pre Isquemia 100% 0% 0%
3 ° =
= E =
= & = DMSO Post Isquemia 0% 100% 0%

El cuadro 5 demuestra una relacion directa entre el tiempo de isquemia renal y la
severidad del dafio tisular, en el grupo control.

A los 30 minutos de isquemia la administracion pre del DMSO muestra una
distribucion a predominancia del dafio moderado (60%), seguida por el dafio leve
(40%) y la ausencia de dafio severo. (Ver cuadro 5). Mientras que la aplicacion posterior
de la sustancia muestra distribuciones de 80% de dafio moderado y 20% de dafio leves.
En las unidades experimentales sometidos a 60 minutos de isquemia renal se observa
que aplicacion del DMSO posterior al inicio de la isquemia se evidencian lesiones leves
en su totalidad. (Ver cuadro 6) Al administrar el tratamiento pre se observa una
distribucion del 40% para el dafio leve y 60% para el dafio moderado.

La histopatologia de los rifiones de unidades experimentales sometidas a 90 minutos de
isquemia, refleja que el 100% a los que se les administro el DMSO antes de la isquemia
presentan lesiones leves. Las unidades experimentales a las que se les administra la
sustancia posterior al inicio de la isquemia presentan lesiones moderadas en un 100%.

(Ver cuadro 6)
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DISCUSION

El rifion es un organo complejo, con funciones vitales para el mantenimiento de la
hemodinamia sistémica y la homeostasis hidroelectrolitica. Su funcionalidad
dependiente de la perfusion se ve comprometida en algunas entidades clinicas; como el
sindrome de isquemia reperfusion, en donde la funcion excretora del rifion fracasa ante
el dafio y se produce una consecuente acumulacion de desechos nitrogenados, que
conllevan a la insuficiencia renal aguda (IRA), resultante del deterioro brusco y
sostenido de la filtracion glomerular. A pesar de los adelantos terapéuticos incorporados
en las ultimas décadas, dicha entidad mantiene una elevada mortalidad, cercana al

50%.’

Segin Schrier y cols, entre los cambios metabdlicos, morfologicos y funcionales
producidos por la caida del aporte sanguineo se destacan las alteraciones en los niveles
de ATP, generacion de Radicales Libres de Oxigeno (RLO), cambios en los niveles de
calcio citoplasmatico, pérdida de la polaridad celular y de las microvellosidades
apicales, modificaciones en las uniones intercelulares y la membrana basal y
redistribucion de los componentes del citoesqueleto. Las alteraciones en la
funcionalidad incluyen el aumento de la permeabilidad del epitelio y la pérdida de la
regulacion del trafico de sustancias. Todos estos cambios observables en mayor o menor
extension en funcion de la severidad y duracion de la isquemia.60 Tal y como se observa
en la distribucion del dafio tisular para el grupo control del modelo animal propuesto.
(Ver cuadro 4).

La falla renal aguda manifiesta el deterioro subito de la funcién renal mediante la
elevacion del nitrogeno ureico y el aumento del 50% de la creatinina sérica sobre el
nivel basal."’ La tendencia general al incremento de los valores plasmaticos de las
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variables en el grupo control refleja un deterioro de la funcién renal ocasionada por la
isquemia, el comportamiento del valor porcentual de las medianas demuestra una
relacion directa con el tiempo de exposicion al insulto isquémico (Ver cuadro 3).
Hallazgos que junto con el andlisis histopatologico confirman la existencia de dicha
falla en los unidades experimentales pertenecientes al grupo control expuesto a 60 y 90
minutos de isquemia con incrementos porcentuales correspondientes a 59% y 154%
respectivamente, y un 43% de incremento porcentual para el grupo sometido a 30

minutos de isquemia (véase cuadro 3).

El factor mas importante como tratamiento de la IRA pre renal es la eliminacion de la
causa de la hipoperfusion renal, ya sea obstructiva o hipovolemica,6 con el fin de
restablecer la entrega tisular de oxigeno y evitar la falla organica irreversible."” Sin
embargo en este intento, es conocido el efecto negativo de la entrada masiva de oxigeno
al tejido andxico que conlleva a la sobreproduccion de RLO, dafiando en forma directa
la membrana y el DNA celular, principalmente, evidenciandose experimentalmente en
este modelo, por la mayor elevacion porcentual en los valores séricos de todas las
variables de la fase de reperfusion del grupo control (ver cuadro 3).

La busqueda de sustancias con efecto protector o mitigador del dafio renal post isquemia
constituye un paso mas para el establecimiento de alternativas terapéuticas en pacientes
con compromiso isquémico renal, centrar la atencion en sustancias con efecto
antioxidante resulta 16gico ante el protagonismo de los radicales libres de oxigeno en la
fisiopatologia del dafio tisular por isquemia-reperfusion.'*'*!>¢!

El DMSO es una sustancia poco conocida con propiedades anfotéricas, altamente

soluble en medios acuosos y organicos, con multiples usos, entre los que se destaca la

accion antioxidante, crioprotectora, analgésica y anti inflamatoria, entre otras.*® Muchas
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de estas caracteristicas juegan un rol importante en el manejo de diversas patologias
dentro de las cuales se destacan condiciones en donde se presenta el fenémeno de
isquemia-reperfusion. Los estudios realizados en organos diferentes al rifion, hasta la
fecha, revelan posibles mecanismos terapéuticos de esta sustancia en dicho fendmeno.
La limitada informacion sobre la utilizacion de esta sustancia en eventos de isquemia-
reperfusion renal llevo al desarrollo de este estudio en el que se planteo el uso del
DMSO como posible agente terapéutico en un modelo animal de isquemia-reperfusion
renal 306364
La administracion de esta sustancia pudo influir en el proceso investigado en tres
formas: a) producir mejoria, b) producir deterioro, o ¢) no influir en la historia natural
del proceso.

Aun cuando ambos tratamientos estan basados en la misma sustancia, el momento de
aplicacion con respecto al inicio de la isquemia es la variante entre uno y otro grupo. El
objetivo de la aplicacion previo al inicio de la isquemia es lograr que el DMSO a través
del torrente sanguineo se distribuya a todos los tejidos, especialmente al tejido renal,
antes de que se instaure el ambiente hipoxico, en otras palabras un rifidon completamente
sano. Por otro lado, la aplicacion del DMSO posterior al inicio de la isquemia renal
busca que el sustancia llegue a un tejido hipoxico lesionado, pero en donde el fendmeno
de reperfusion no ha iniciado.

Los unidades experimentales pertenecientes al grupo control reciben Unicamente
solucion fisiologica durante el tiempo que dura la isquemia y durante la reperfusion
tomando como premisa que la expansion de volumen resulta ser un factor preventivo
importante en casos de IRA pre renal.'*®

La liberacion de la oclusion en el modelo propuesto abre la puerta a dos posibilidades:

la primera siendo que la restauracion del flujo renal termine en una eventual
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recuperacion completa del tejido con una mejoria paulatina de las quimicas sanguineas
y la segunda siendo la instauracion del fenomeno de reperfusion provocando la causa de
un mayor dafio tisular atribuido a los radicales libres de oxigeno principalmente,
también viéndose involucrados derivados eicosanoides.'® Multiples estudios enfocan el
fendmeno de isquemia reperfusion en el contexto de los trasplantes tratando de simular
el fenomeno lo mas cercano posible a la ocurrido en la clinica, permitiendo un periodo
de reperfusion en término de dias.®® Sin embargo, pocos estudios evaluan el dafio por
reperfusion en los primeros momentos de recuperacion del flujo. Se considerd
importante en la creacion del modelo propuesto la evaluacion del fenémeno de
reperfusion en un corto periodo de tiempo con la intencion de simular una situacion
clinica aplicada a otro contexto clinico: por ejemplo, la IRA asociada a choque
hipovolémico, en el cual la restauraciéon de un estado hemodinamico debe de hacerse en
concepto de horas y no de dias. Este enfoque es un intento novedoso por plantear la
posibilidad de considerar que el manejo de fenomeno de reperfusion puede evaluarse en
lapsos cortos de tiempo.

Es indispensable que para poder comparar efectos de diferentes tratamientos se estudien
ante la misma magnitud de lesion, es decir con el mismo tiempo de isquemia.

En escenarios clinicos los parametros sanguineos son utilizados para evaluar progresion
o mejoria de patologias renales. Se ha descrito que las quimicas sanguineas tal como la
creatinina, el Nitrégeno Ureico y la Urea no predicen el destino de la funcionalidad
renal, sin embargo muestran la direccion o tendencia que sigue el fenomeno, y seria
posible suponer que la prolongacion del dafio, es decir de la isquemia, finalmente se
traducira en falla renal y eventualmente a sus complicaciones fatales.'* " % Eg
importante recordar que los niveles séricos de todas las variables analizadas mostraron

un aumento independientemente del tiempo de isquemia y del tratamiento, hallazgo que
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nos permite concluir la administraciéon del DMSO no revierte el dafio por el evento de

isquemia-reperfusion(ver cuadros 2, 7 y grafica 4).

Creatinina Sérica

La creatinina sérica fue evaluada teniendo como parametro, sus valores normales en
conejos, siendo estos de 0.5 a 2.5 mg/dL. Es importante hacer notar, que ninguno de
los 45 unidades experimentales, independientemente al grupo al que correspondian,
presento valores fuera de los normales (ver cuadro 3). Al observar el comportamiento de
la creatinina en el grupo que recibe tratamiento con DMSO previo al inicio de la
isquemia, resulta interesante comparar las variaciones totales de este pardmetro con
tiempos de isquemia de 60 y 90 minutos con respecto al grupo control, con un aumento
de 35% y 85% versus 59% y 154% de los grupos control. Para un periodo de isquemia
de 30 minutos la aplicacion DMSO no produce un beneficio comparado con el control

(Ver cuadro 3).

Al aplicar el tratamiento con DMSO posterior al inicio de la isquemia renal, se observa
que independientemente del tiempo de isquemia, siempre se obtiene un mejor resultado
de los valores de creatinina con respecto a las unidades experimentales control. Como se
evidencia en la grafica 1A, los valores de este parametro sufren una disminucion con
respecto al periodo de reperfusion inicamente para isquemia de 30 minutos, mostrando
un aumento del 9% versus un 44% del grupo control. Para tiempos de isquemia de 60 y
90 minutos el aumento de este parametro con dicho tratamiento es del 65% y 118% en
comparacion con 59% y 154% del grupo control. Por lo tanto se puede afirmar que la
administracion del DMSO posterior al inicio de la isquemia, fue mas beneficiosa a los

30 y 90 minutos.
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Nitrogeno Ureico Serico

El nitrégeno ureico en conejos, posee un valor normal de 13 a 29 mg/dL. Como muestra
la grafica 2 los valores de este parametro mostraron un aumento progresivo desde la
medicion basal. La aplicacion del DMSO previo al inicio de la isquemia renal para un
tiempo de isquemia de 30 minutos no muestra beneficios en este parametro con respecto
al control (ver grafica 2 A). En los grupos que fueron sometidos a este tratamiento y a
isquemia renal por 60 y 90 minutos se observa que el aumento total de este parametro es
de 44% y 45% versus un 51% y 59% presentados en el control (con diferencia
estadistica muy significativa p < 0.01, ver cuadro 3).

La aplicacion de la sustancia posterior al inicio de la isquemia se observa una tendencia
similar al presentado con el tratamiento previamente mencionado, independientemente
del tiempo de isquemia al que fueron sometidos. Todos con significancia estadistica

significativa p < 0.05.

Urea Sérica

La urea sérica presenta un comportamiento con tendencias muy parecidas a las de la
creatinina y nitrégeno ureico sérico. Parecen predominar los efectos beneficiosos del
DMSO en todos los grupos, excepto en el grupo sometido a isquemia renal de 30 min en
el que la sustancia se aplica previo al inicio de la isquemia renal.

Por lo ya mencionado, es evidente que la aplicacion del DMSO evita la retencion

azoada y de creatinina, en comparacion al grupo control.
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Histopatologia

Como complemento a las variables quimicas se evaluaron los hallazgos
histopatologicos de ambos rifiones. Estos son un reflejo de los efectos lesivos de la
isquemia y de la restauracion del flujo sanguineo secundarios. Sin embargo diferenciar
con exactitud cual hallazgo se debe a alguno de los procesos especificos resulta dificil e
incluso innecesario pues un proceso no se desliga del otro. La liberacion de radicales de
oxigeno, la falla de los mecanismos antioxidantes y otros procesos moleculares llevan
hacia la lesion tubular ocasionando cambios progresivos que se manifiestan como
Necrosis Tubular Aguda.®

Todos los rifiones que fueron evaluados, 90 en total, presentaron algiin grado de lesion
tubular secundaria a isquemia, variando en severidad y extension del dafio. Al evaluar la
aplicacion de la sustancia sin considerar el tiempo de isquemia renal se observo que
ninguno de las unidades experimentales presentd dafio histologico severo, a diferencia
del grupo control en el que estos cambios se presentaron en el 33% de las unidades
experimentales. Este hallazgo indica que la sustancia permite que las lesiones se
mantengan por debajo de niveles que podrian considerarse irreversibles. En las unidades
experimentales que no alcanzaron lesiones severas se desconoce si cuentan con la
capacidad de progresar o de revertir el dafio, lo cual podria ser evaluado realizando
estudios histopatoldgicos renales en controles subsecuentes, dias o semanas posterior a
la intervencion.

La severidad de la Necrosis Tubular Aguda es directamente proporcional al tiempo de
isquemia como se menciona anteriormente, esto se ve reflejado en la distribucion de los
unidades experimentales con lesiones severas (n = 5), 60% de los unidades
experimentales fueron expuestos a isquemia renal por 90 minutos, 20% a isquemia por

60 minutos y el 20% restante a isquemia renal por 30 minutos.
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A medida que progresa el tiempo de isquemia renal se espera que el dafio histologico
sea mayor, lo cual no se observa con la aplicacion del DMSO, es entonces cuando
podemos aseverar que el tratamiento cuenta con un efecto protector ante la progresion a

corto plazo de dicho proceso.

Es importante hacer notar los efectos beneficiosos del tratamiento con DMSO en el
presente modelo de isquemia-reperfusion renal. Tanto los parametros quimicos como
los hallazgos histopatoldgicos sugieren que la presencia del DMSO ofrece un grado de
menor intensidad en los cambios esperados u observados en la IRA de causa pre renal
isquémica. Los tratamientos convencionales de dicha patologia estan enfocados en el
manejo sistémico del estado de hipoperfusion o de alteracion hemodinamica, asi como
controlar desbalances hidroelectroliticos, secundarios al deterioro de la funcion renal.
Dentro del manejo actual de los estados hipoxicos, como el choque hipovolémico, no se
contemplan medicamentos que se centren en el rifion y en minimizar su deterioro. Es
decir que en el transcurso del tiempo en el que la perfusion sistémica no se restablece el
rindn sigue estando desprotegido de los radicales libres de oxigeno y mecanismos
inflamatorios. Es aqui donde el DMSO juega un rol importante, ya que su
administracion posterior al inicio de la isquemia renal ha mostrado resultados que
permitan considerarlo una alternativa como prevencion secundaria en caso de IRA, esto
no es mas que la extrapolacion del potencial que muestra este tratamiento. Siguiendo la
misma linea de pensamiento, su administracion a un tejido sano que posteriormente se
somete a eventos de isquemia-reperfusion, muestra resultados que permiten identificar
un probable efecto protector o profilactico en escenarios clinicos donde la isquemia
renal sea algo programado o identificable previo a su aparicion, tal como en el caso de

trasplantes renales, recordando de nuevo que son tan solo suposiciones ambiciosas.

77



En sintesis y en retrospectiva nos encontramos ante la presencia de una sustancia que ha
demostrado resultados importantes, evitando que el proceso de isquemia-reperfusion
alcance los méaximos grados de dafio a la funcion renal posible. Esta sustancia no es
solamente una ventana de grandes posibilidades para futuros enfoques de investigacion,
sino también una sustancia accesible econdmicamente y potencialmente aplicable a
procesos fisiopatologicos similares en otros 6rganos. Al encontrar que el DMSO cuenta
con efectos protectores y/o amortiguadores del dafio renal ante eventos de isquemia-
reperfusion, la inquietud que generd en un principio, el desarrollo de este trabajo se ve
acrecentada y magnificada en un intento por obtener de esta sustancia la mayor cantidad
de beneficios posibles y con ello, una mejor oportunidad de preservar la vida de seres

humanos.
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CONCLUSIONES

El modelo experimental creado logra simular el escenario fisiopatologico de un
evento de isquemia-reperfusion renal.

Los 3 periodos de tiempos de oclusion del flujo renal utilizados producen
cambios histologicos clasicamente encontrados en la Necrosis Tubular Aguda de
origen isquémico y aumento de los pardmetros quimicos séricos asociados a
Insuficiencia Renal Aguda.

Se observo que los cambios histopatoldgicos mas severos corresponden en una
mayor proporcion a las unidades experimentales sometidos a tiempos de
isquemia mas prolongados y que no recibieron tratamiento con Dimetilsulfoxido
(DMSO).

En este modelo, el parametro sérico que muestra variaciones mas pronunciadas
ocasionadas por las variables manipuladas (tiempo de isquemia y momento de
aplicacion del DMSO) es la creatinina.

La administracion endovenosa de DMSO previo al inicio de la isquemia no
muestra efectos beneficiosos en los parametros séricos ni histopatologicos, ante
una duracién de isquemia renal de 30 minutos.

Ante tiempos de isquemia renal de 60 y 90 minutos, la administracion
endovenosa de DMSO previo al inicio de isquemia renal muestra caracteristicas
profilacticas similares en los parametros séricos e histopatologicos, en este
ultimo siendo notoriamente mas efectivo con el tiempo mas prolongado de

isquemia.
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La aplicacion del DMSO posterior al inicio de isquemia renal evita la progresion
que la Necrosis Tubular Aguda alcance el mayor grado de severidad,
independiente de la duracion de la isquemia.

La administracion del DMSO posterior al inicio de la isquemia renal ofrece
efectos terapéuticos con periodos de 30 minutos y 90 minutos Unicamente,
basado en parametros sanguineos.

En la aplicacion del DMSO posterior a isquemia con duracion de 60 minutos los
hallazgos histopatolégicos no tienen relacion directa con los parametros de
quimica sanguinea.

Los resultados obtenidos permiten identificar la superioridad del DMSO versus
el control, pero no permiten identificar esta misma ventaja de acuerdo al

momento de administracion.
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RECOMENDACIONES

e Aumentar el nimero de unidades experimentales experimentales para asi
obtener mejores resultados con significancia estadistica.

e Futuros estudios bajo este mismo tema se enfoquen en las variables
independientes en las que el DMSO haya mostrado tener mayor repercusion: a)
extender el estudio enfocandose en el tiempo de isquemia, entre 60 y 90
minutos; b) la aplicacion de la sustancia posterior el inicio de reperfusion.

e [Estudios enfocados en la busqueda de concentracion efectiva minima con
disminucion de efectos adversos.

e Realizar monitoreo continuo de los signos vitales, variables hemodinamicas y la
diuresis de los unidades experimentales.

e Los parametros sanguineos examinados podrian ser evaluados a intervalos de
tiempo mas cortos.

e Realizar estudios que evaluen los efectos de la sustancia con periodos de
reperfusion mas prolongados (24-48 horas).

e Realizar estudios que estudien la sobrevida de los animales.

e Considerar efectos de la administracion repetida de dosis del DMSO.
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ESTIMACION DE PRESUPUESTO

Las unidades de experimentacion fueron adquiridas en granjas de conejos. La
realizacion de los examenes de quimica sanguinea fueron gestionados en busqueda de
un subsidio parcial de los costos con un laboratorio privado. La adquisicion de los
insumos fisicos asi como la adquisicion de medicamentos corrié bajo costos del grupo
de tesis parcialmente, el resto se gestionara a través de casas farmacéuticas. El analisis
anatomopatoldgico fue gestionado con un médico patdlogo privado. A continuacion se

observan los costos de la investigacion realizada:

e Unidades Experimentales: § 450
e Medicamentos: $ 800
e Examenes de laboratorio: $ 550
e Analisis histopatologico: $ 450
e Insumos Hospitalarios: $500
e Alimentacion de Unidades Experimentales: §50

e QGastos de transporte y alimentacion: $200
e Papeleria $50

e Imprevistos: $ 300

Total: $ 3,350
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ANEXO

. D L .69
Anexo 1. Intervalo de referencia de los valores bioquimicos séricos del conejo.

Albimina 2.4-4.6 g/dl
Fosfatasa Alcalina 4-16 U/L
Amilasa 166.5-314.5 U/L
Bicarbonato 16-38 mEq/L
NUS 13-29mg/dl
Calcio 5.6-12.5 mg/dl
Cloro 92-112/mEq/L
Colesterol 10-80 mg/dl
Creatinina 0.5-2.5mg/dl
Globulina 1.5-2.8 mg/dl
Glucosa 75-155 mg/dl
Transaminasa glutdmico 14-113 U/L
oxalacética
Transaminasa glutdmico 48-80 U/L
piruvica
Lactato deshidrogenasa 34-129 U/L
Fosforo 4-6.9 mEq/L
Potasio 3.6-6.9 mEq/L
Proteina Serica 5.4-8.3 g/dl
Sédio 131-155 mEq/L
Bilirrubina total 0-0.7mg/dl

Lipidos totales

243-390 mg/dl
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