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Planteamiento del Problema

El rifidn es uno de los drganos que mayor susceptibilidad presenta a la isquemia,
numerosas situaciones clinicas involucran mecanismos que afectan la perfusion de
dicho drgano. La mortalidad asociada a la FRA se encuentra entre un 10 a 30% de todos
los pacientes y continua en la actualidad sin un consenso para su tratamiento.

La terapia de dicha condicion plantea la eliminacion de la causa y la restitucion del flujo
sanguineo con lo que se consigue una reentrada del oxigeno al drgano deprivado, esto
supone un mayor dafio histico que el ocasionado por el periodo isquémico en donde se

han visto involucrados los radicales libres.

El DMSO, barredor de radicales libres con acciones directas sobre eventos
fisiopatoldgicos involucrados en el sindrome de isquemia reperfusion tales como:
amortiguador del calcio intracelular, modulador inflamatorio, inhibidor de IL-8 entre
otros e identificado como agente protector en estudios previos. Ha sido objeto de
estudio por su efecto estabilizador de la membrana, disminuyendo la pérdida de
sustancia de las células con lesion. El cual en estudios previos ha mostrado presentar
una reduccion en los dafios histopalégicos y disminucién de la funcién renal.*?

El &cido ascorbico, una vitamina hidrosoluble, con propiedades antioxidantes que
participa en el crecimiento y reparacion de tejidos en todas las partes del cuerpo, ha

demostrado su eficacia al ser utilizados en modelos experimentales de ratas, donde

disminuyé notablemente en modelos de isquemia-reperfusion el dafio histolégico.’

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

pregunta de investigacion:



¢Tendran el DMSO vy el acido ascérbico un efecto potenciador de la proteccion histica

en el sindrome de isquemia reperfusion renal?



Justificacion

La Falla renal aguda (FRA) es definida como un sindrome clinico caracterizado por la
disminucién o suspension subita en la filtracion glomerular acompafiada de la retencion
de productos nitrogenados y alteraciones en el equilibrio hidrico, &cido base vy

metabélico con un grado variable de afectacién en el volumen urinario.”

FRA es la condicion que amenaza la vida, cuya mortalidad se ha mantenido elevada a
pesar de la introduccion de la hemodialisis hace 25 afios. Para el nefrélogo esta
condicion es frustrante puesto que la fisiopatologia no esta claramente definida y las
opciones terapéuticas con las que dispone son limitadas, siendo la dialisis el Unico
tratamiento aprobado por la FDA con el que se cuenta; pero el cual incrementa el

riesgo de falla renal cronica. °

Se estima que el 5% de todos los pacientes hospitalizados desarrollan FRA, con una
mortalidad de 7% a 23% en pacientes sin comorbilidades la cual incrementa hasta en
un 50 a 80% en pacientes que estdn en Unidades de Cuidados Intensivos.® En El
Salvador esta patologia se sitio dentro de las primeras 10 causas de muerte hospitalaria
para ambos sexos en el afio 2008’, convirtiéndose en un llamado de atencién nacional

sobre la importancia de tomar acciones en el abordaje terapéutico.

La isquemia constituye el 50% de las causas de FRA® Siendo el sindrome de
Isquemia/Reperfusion la principal causa de FRA, dicha entidad se hace presente en
numerosas condiciones clinicas como el trasplante renal, reconstruccién de lesiones a
nivel arterial, shock hipovolemico, condiciones cardiacas y aumento de la resistencia
vascular renal por obstruccion vascular renal.

El sindrome de isquemia-reperfusion se define como el proceso que sufre un drgano



sometido temporalmente a la falta de flujo sanguineo y que posteriormente es

reperfundido con sangre oxigenada®.

En la fase de isquemia los hallazgos encontrados son: vasoconstriccion, edema tubular
y descamacion junto a la activacion celular endotelial®. Durante la isquemia se produce
un incremento de los radicales libres derivados del oxigeno que contribuyen al dafio
celular. Se ha demostrado que durante la reperfusion el radical anion superdxido
reacciona con el 6xido nitrico (NO), dando lugar a la formacion de peroxinitrito el cual
disminuye la vida media del NO y reduce su disponibilidad biol6gica llevando a un

aumento del tono vascular renal y disminuyendo la excrecion de agua y sodio.

La lesion posisquémica o de reperfusion esta mediada por la inactivacion del 6xido
nitrico provocada por los radicales libres. Esto contribuye al deterioro de la funcion
renal por una falla en la perfusion capilar que lleva a la hipoxia celular. Asi mismo otros
mecanismos que intervienen son el aumento en la adhesion leucocitaria al endotelio,
agregacion plaquetaria, edema intersticial, disminucion de la vasodilatacion dependiente

del endotelio®.

En consecuencia, se ha hipotetizado que la eliminacion de radicales libres derivados del
oxigeno o especies reactivas de oxigeno (ERO), mediante sustancias antioxidantes,
reduciria la intensidad de las lesiones posreperfusion y prevendria la disfuncion

endotelial.

La insuficiencia renal aguda postransplante representa una morbilidad significativa ya
que incrementa el riesgo de rechazo agudo o cronico al trasplante, si este fallo renal
agudo se pudiera prevenir seria posible lograr una tasa de mayor éxito en trasplante

renal.



Marco Teorico

Anatomia y Fisiologia renal

Los rifiones, ocupan una posicion retroperitoneal en la pared posterior del abdomen;
cada uno se encuentra a un lado de la columna vertebral, a la altura de las vértebras T12
a L3. Los rifiones tienen un aspecto rojizo-pardo en vida y miden aproximadamente
10cm de longitud, 5cm de ancho y 2.5cm de grosor, con un peso entre 130gr-150gr. Por
la cara superior, los rifiones se relacionan con el diafragma, que los separa de las
cavidades pleurales y del 122 par de costillas. En un plano mas inferior, el rifion se
relaciona con el musculo cuadrado lumbar por su cara posterior. El higado, el duodeno y
el colon ascendente se situan anteriores al rifion derecho. El rifiidn izquierdo se relaciona

con el estémago, el bazo, el pancreas, el yeyuno y el colon descendente.™

La cara interna de cada rifion tiene una region en forma de muesca, llamada hilio, a
través de la cual pasan la arteria y la vena renal, los linfaticos, los nervios y el uréter. Al
practicarse un corte longitudinal de los rifiones, las dos regiones principales que pueden
verse son la corteza externa y la region interna llamada médula. La médula esté dividida
en numerosas masas de tejido de forma cdnica llamadas pirdmides renales. La base de
cada piramide nace en el limite entre la corteza y la médula y termina en la papila que
penetra en el espacio de la pelvis renal. El borde externo de la pelvis se divide en
pequefias bolsitas de extremos abiertas llamadas calices mayores, los cuales se

extienden por debajo y se dividen en calices menores. **

Los rifiones realizan numerosas funciones, que permiten mantener la homeostasis, entre

ellas se encuentran:
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1- Excrecion y biotransformacion de los productos metabdlicos de desecho y de
sustancias quimicas extrafias.

2- Regulacion del equilibrio hidrico y electrolitico.

3- Regulacion de la osmolalidad de los liquidos corporales y de las concentraciones
de electrdlitos.

4- Regulacion del equilibrio acido-bésico.

5- Regulacion de la presion arterial.

6- Secrecion, metabolismo y excrecion de hormonas.

7- Regulacion de la eritropoyesis.

Circulacion renal

El flujo sanguineo renal constituye, en condiciones normales, aproximadamente el 22%
del gasto cardiaco, es decir, unos 1100ml/min. La arteria renal entra en el rifidn a través
del hilio y, luego, se ramifica sucesivamente para formar las arterias interlobulares, las
arterias arciformes, las arterias interlobulillares y las arteriolas aferentes, que dan lugar a
los capilares glomerulares. Los extremos distales de los capilares de cada glomérulo
confluyen y forman la arteriola eferente, que da lugar a una segunda red capilar formada

por los capilares peritubulares, que rodean a los tabulos renales. ** !

La circulacion renal es peculiar por tener dos lechos capilares, el glomerular y el
peritubular, cuyos capilares estan dispuestos en serie y separados por las arteriolas
eferentes, las cuales ayudan a regular la presion hidrostéatica. Una presion hidrostatica
elevada en los capilares glomerulares (+/- 60mmHg) produce una filtracion de liquido
rpida, mientras que una presion hidrostdtica mucho maés baja en los capilares

peritubulares (+/-13mmHg) permite la répida reabsorcion de liquidos. Ajustando las
11



resistencias de las arteriolas aferentes y eferentes, los rifiones pueden regular las
presiones hidrostaticas tanto en los capilares glomerulares como en los peritubulares,
modificando de esa manera la filtracion glomerular, la reabsorcion tubular, para
responder a las demandas homeostaticas del organismo. Los capilares peritubulares
vacian en los vasos del sistema venoso, que discurren paralelamente a los vasos
arteriolares y forman sucesivamente la vena interlobulillar, la vena arciforme, la vena

interlobular y la vena renal que sale del rifién junto a la arteria renal y el uréter.™

Nefrona: Unidad funcional renal.

Es la unidad funcional del rifién, cada rifion esta formado por 1 millén de nefronas. El
rifidn no puede regenerar nefronas nuevas; por lo tanto, las lesiones o las enfermedades
renales, o el envejecimiento normal, producen una pérdida progresiva del nimero de
nefronas. Cada nefrona contiene un penacho de capilares glomerulares, denominado
glomérulo, a través del cual se filtran grandes cantidades de liquido de la sangre, y un
largo tabulo en el que el liquido filtrado se convierte en orina en su recorrido hacia la
pelvis renal. Los capilares glomerulares estdn recubiertos por células epiteliales y la
totalidad del glomérulo esta revestido por la capsula de Bowman. El liquido que se filtra
en los capilares glomerulares discurre por el interior de la capsula de Bowman vy, luego,
por el tubulo proximal, que se encuentra en la corteza del rifion. Desde el tubulo
proximal, el liquido fluye al interior del asa de Henle que se hunde en la médula renal.
Cada asa est4 formada por una rama descendente y una rama ascendente. Las paredes de
la rama descendente y el extremo inferior de la rama ascendente son muy delgadas v,

por eso se les llama segmento delgado del asa de Henle. Después de que la rama
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ascendente del asa haya retrocedido parcialmente hacia la corteza, sus paredes se

vuelven tan gruesas que recibe el nombre de segmento grueso de la rama ascendente.

Al final de la rama ascendente gruesa hay un segmento corto que, en realidad, es una
placa situada en la pared, que se conoce como macula densa, estd desempefia un papel
importante regulando la funcion de las nefronas. Pasada la mécula densa, el liquido
atraviesa el tibulo distal que, al igual que el tubulo proximal, se encuentra en la corteza
renal. El tubulo distal va seguido de tubulo de conexion y del tubulo colector cortical
que termina en el conducto colector cortical. Las partes iniciales de estos conductos
colectores se juntan para formar un solo conductor colector mas grande, penetrando en
la meédula y se convierte en el conducto colector medular. Estos conductos confluyen
para formar conductos cada vez mayores que, finalmente vacian su contenido en la

pelvis renal en la punta de las papilas renales.

Las nefronas cuyos glomérulos estan situados en la parte externa de la corteza se llaman
nefronas corticales, y se distinguen por tener asas de Henle cortas que tienen sdlo un
breve recorrido dentro de la médula. Alrededor del 20 al 30% de las nefronas tienen sus
glémerulos situados profundamente en la corteza renal, cerca de la médula, y se llaman
nefronas yuxtamedulares que penetran profundamente en la médula. Los vasos que
riegan las nefronas yuxtamedulares también se distinguen de los de las nefronas
corticales. En estas ultimas, todo el sistema tubular esta rodeado de una extensa red de
capilares peritubulares. Por otro lado, en las nefronas yuxtamedulares, las arteriolas
aferentes se extienden desde los glomérulos hacia abajo penetrando en la parte externa
de la médula y entonces se dividen en capilares peritubulares y especializados llamados
vasos rectos, los cuales se extienden hacia abajo y dentro de la médula, adosados al asa

de Henle. Al igual que las asas de Henle, los vasos rectos vuelven a la corteza para
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terminar desembocando en las venas corticales. Esta red especializada de capilares de la

médula desempefia un papel esencial en la formacion de orina.™
Dafio renal agudo
Definicion

Fallo renal agudo (FRA), antes conocido como Insuficiencia renal aguda (IRA), se
define como un sindrome clinico caracterizado por la disminucion réapida vy
generalmente reversible de la funcion renal, que conlleva a la elevacion progresiva de
los desechos nitrogenados y puede generar alteraciones hidroelectroliticas, del equilibrio

4cido basico o ambas.*?
Epidemiologia

Se estima que el 5% de todos los pacientes hospitalizados desarrollan FRA, con una
mortalidad de 7% a 23% en pacientes sin comorbilidades la cual incrementa hasta en
un 50 a 80% en pacientes que estan en Unidades de Cuidados Intensivos.® En El
Salvador en el afio 2008, 629 personas murieron por Insuficiencia Renal aguda o
cronica, hubo un total de 4,549 egresos hospitalarios, convirtiéndose en la 5 causa de
muerte en el pais para todas las edades, representando el 7.10% del total de las muertes.’
En comparacion con el afio 2007, en donde el total de fallecidos por Insuficiencia renal,
ascendia a 505 personas, con un total de egresos hospitalarios de 4,085, siendo la 6
causa de muerte en el pais con un 5.73%." Lo que demuestra que cada dia son més las
personas que sufren dicha patologia, incrementando la morbi-mortalidad en nuestro
pais.

La FRA es causada en un 50% por factores isquémicos, nefrotoxicos en un 35%, y se
estima que un 15% puede ser causado por nefritis tdbulointersticial aguda o nefritis
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glomerular aguda. Sin embargo en el 50% de los pacientes hospitalizados que presentan
FRA la razon es multifactorial, como por ejemplo: pacientes con sepsis manejados con
aminoglucdsidos, utilizacion de contraste en pacientes utilizando IECA, o en aquellos
pacientes que presentan insuficiencia cardiaca congestiva que desarrollan sepsis; e
incluso se estima que la FRA ocurre en un 15%-25% de los trasplantes renales, a pesar

de optimizar el manejo con fluidos y garantizar una adecuada perfusion renal.’
Clasificacion

La FRA puede clasificarse en tres grandes grupos segun la causa que lo produce:
FRA PRERENAL.: se produce por disminucion de la perfusion renal, manteniéndose el
rifion indemne. El descenso del filtrado glomerular es secundario a una caida de la
presion de perfusion o una vasoconstriccion renal intensa que sobrepasan los
mecanismos de autorregulacion intrarrenales. La insuficiencia renal que se produce es
reversible tras restaurar el flujo plasmatico. Pero si persiste la situacién que lo ha

desencadenado evolucionara hacia la necrosis tubular aguda.

FRA RENAL: hay una lesion renal estructural, establecida, que se puede afectar
predominantemente al tdbulo, al intersticio, al glomérulo o a los vasos sanguineos lo
que da lugar a diferentes sindromes clinicos como necrosis tubular aguda (NTA),

nefritis tubulointersticial (NTIA) o glomerulonefritis (GN).

FRA POSRENAL: se produce un aumento de la presion en la via urinaria que se

transmite retrogradamente comprometiendo el filtrado glomerular normal.*

La FRA puede también ser clasificada de acuerdo al volumen urinario dividiéndola en:
no oliglrica (>400ml/dia), oligurica (100-400ml por dia) y andrica (menos de 100ml
por dia)."®
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En el afio 2002, el grupo de Acute Quality Initiative (ADQI), propuso una clasificacién
sistematica del sindrome de falla renal aguda, basada en la experiencia de nefrélogos, e
intensivistas internacionales llamada RIFLE por sus siglas en ingles: “Risk’,”Injury”,
“Failure”, “Loss™y “End-stage.”*® RIFLE representa una clasificacién que provee tres
grados de severidad para FRA basado en cambios en la creatinina sérica y diuresis en
condiciones basales (Figura 1). Y los dos posibles resultados que incluye la pérdida de

la funcién renal y enfermedad renal terminal.*” '8

GFR Criteria*  Urine Output Criteria

T T T T T P P PSPPI

Figura N°1: Imagen tomada de Bellomo R,
Ronco C, Kellum J, et al. Acute renal
failure - definition, outcome measures,
animal models, fluid therapy and
information technology needs: the Second
International Consensus Conference of the
Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI)
Group. Critical Care. 2004;8(4):R204-

R212.

L T

Crtical Care

Figura 1. RIFLE classification for acute renal failure

Fisiopatologia

Los mecanismos involucrados en la etiologia de FRA incluyen: dafio endotelial y
alteraciones vasculares; efecto directo de nefrotoxinas, inhabilitacion de mecanismos
renales autorreguladores y formacion de mediadores inflamatorios'. (Figura 2). La
necrosis y apoptosis de las células tubulares lleva a una obstruccion tubular, que

contribuye a una reduccion del filtrado glomerular. Ademaés los elevados niveles de
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calcio intracelular del dafio tubular causan una serie de alteraciones celulares que
culminan en un incremento del dafio tubuloglomerular y la disminucién del filtrado

glomerular.

El compromiso vascular causa un incremento del calcio citosolico, que eleva los
marcadores de injuria endotelial y produccion de mediadores inflamatorios que
incrementa la reduccion del filtrado glomerular. Estos mecanismos fisiopatolégicos son
perpetuados por un imbalance persistente entre los mediadores de vasoconstriccion y

dilatacion que resultan en una vasoconstriccion intrarrenal, y eventualmente, en

Isquemia.
Ranad ischamia Figura N°2: Imagen tomada
* de: Mechanisms of acute
Varscular effects kidney injury: a molecular
Increased oytosolic Cats tinflammateey mediators Y|ewp0|nt. Casc§de of events
in afferent arterioles (ThiF=, IL18) involved n the
af the glomerulus Erdothlial p‘athophy.smlogy of acute
Ay Endothela kidney injury. (Copyright 2004
nedoaheha . .
CAM.1 and Pecslectin by‘ . American Souet‘y ‘for
* Clinical Investigation.
"“N"’Wtﬁ“":"'“ to ¥ eutophilad Reproduced with permission
virsoconstncion and I Neutrophil adhesion ; f
reral fera stimulation; \ N0 derved 1ET | PG * Of, ‘Amerlcan‘ S.ouety f(?r
impairad autorequiation froem aNOS Clinical Investigation. J Clin
\\‘ 10y radlicals
| GFR
Causas

Dentro de las causas prerenales pueden encontrarse las relacionadas a hipovolemia
como hemorragias, quemaduras, deshidratacion, pérdida de liquido por el aparato
digestivo, pérdida renal de liquidos y secuestro de liquido en el espacio extravascular,
como se observa en pancreatitis, peritonitis, traumatismos, quemaduras, bajo gasto

cardiaco presente en enfermedades del miocardio, valvulas y pericardio. Aumento de la
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proporcién entre la resistencia vascular renal y sistémica como se observa en el

sindrome hepatorrenal, sepsis, anafilaxis, hipocalcemia.12

Las causas de tipo renales incluyen obstruccion vasculorrenal, glomerulonefritis,
sindrome hemolitico-urémico, coagulacion intravascular diseminada, necrosis tubular

aguda, agentes toxicos, nefritis intersticial y rechazo al transplante renal.'?

Con respecto a los de caracter posrenal encontramos causas obstructivas como célculos,

coagulos sanguineos, cancer, hiperplasia prostatica, estenosis, fimosis, etc.
Diagndstico

Las diversas formas de presentacion de FRA tienen criterios diagndsticos diferentes. La
realizacion de una historia clinica completa permite establecer la etiologia en la mayoria
de los casos. Es necesario explorar sintomas clinicos de uremia que, de estar presentes,
se deben a azoemia. El examen fisico debe estar enfocado a evaluar el estado
hemodindmico y buscar signos de enfermedades sistémicas o de obstruccion del tracto

urinario.*

El criterio mas usado para definir la FRA corresponde a un incremento en el nivel basal
de la creatinina sérica, por lo menos, de 0.5mg/dl, el cual puede aumentar rapidamente
entre 24 a 48 horas. El nitrégeno ureico, acido Urico, urianalisis, cuadro hematico,

potasio, sodio, suelen estar alterados y contribuyen a realizar un diagnéstico.>?

Sindrome de Isquemia/Reperfusion

El sindrome de isquemia/reperfusion se define como el proceso que sufre un 6rgano
sometido temporalmente a la falta de flujo sanguineo y que posteriormente es

reperfundido con sangre oxigenada®.
18



Durante el sindrome de isquemia-reperfusion se identifican dos eventos o fases, la
primera de ellas denominada isquémica y una subsiguiente fase de reperfusion, durante
la fase isquémica se identifican principalmente alteraciones metabdlicas a nivel celular
y durante la fase de reperfusion: la lesion producida por los radicales libres y la

respuesta inflamatoria.

Fase isquémica

En la isquemia prolongada ocurren cambios funcionales que incluyen: Disminucion de
la fosforilacion oxidativa y de la actividad de las bombas de membrana dependientes de
ATP. Derivandose en la entrada descontrolada de calcio, sodio, cloro y agua al
interior de la célula, produciendo edema celular y activacion de enzimas cataliticas que
lleva a la produccion de xantina oxidasa, como consecuencia del aumento del calcio

intracelular.

» Catabolismo del ATP que lleva a la acumulacion de hipoxantinas, la cual junto a
la reentrada de O, y la xantina oxidasa lleva a la produccién de especies
reactivas del O, (EROS) y xantina reflejindose en un aumento en la produccion

de acido Urico.
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ATP

Imagen tomada de : Alvarez-Vijande R, Luque

ADP Galvez P, Alcaraz A. Estudio de la carga
energética celular en el trasplante renal
- AMP experimental con diferentes periodos de
B Xantino deshidrogenasa isquemia caliente (0-30-45 y 90°). Actas Urol
g Adenosina Esp. 2008;32:41-58.
g Ca
Inosina
. . Xantino oxidasa .
Hipoxantina P O+HO +Urato
DZ
Reperfusion

Figura N°3: Mecanismo de produccion del sindrome de isquemia-reperfusion.
Los nuclettidos de la adenina se hidrolizan progresivamente durante el periodo de isquemia,
con la consecuente acumulacion de hipoxantina. Durante la reperfusion, la entrada masiva de
oxigeno originara los RLO que provocaran la lesién en los tejidos.

> Expresion de productos proinflamatorios (Factor activador de plaquetas,
citoquinas) y agentes bioactivos (endotelina, tromboxano A) a nivel endotelial.
» Reduccion de mecanismos antioxidantes como la disminucién de la enzima

glutatién peroxidasa, prostacilinas y ON sintetasa entre otras”’.

Todo esto contribuye a que en esta fase de isquemia se induzca un estado

proinflamatorio y amplificador de la vulnerabilidad del tejido durante la reperfusion.
Fase reperfusion

En la fase de reperfusion hay una entrada masiva de oxigeno a los tejidos. Aqui se
distinguen una serie de protagonistas en la lesion como lo son: mediadores

inflamatorios como las citoquinas y los neutrofilos, moléculas de adhesion, mediadores
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vasoactivos, especies reactivas de oxigeno, activacion del complemento, alteracion de la

regulacion de proteinas.t

Mediadores inflamatorios

Las citoquinas son grupo de proteinas de bajo peso molecular producidas por varios

tipos de células que median procesos de comunicacion celular.

La asociacion de las citoquinas proinflamatorias con sindromes como sepsis, sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica y falla multiérganica ha sido establecida. Hay
evidencia que respalda que se encuentran relacionados con el sindrome de isquemia
reperfusion y su importancia en el estadio postoperatorio del trasplante de 6rganos

donde interfieren en la no funcién primaria del injerto y los rechazos.

Las citoquinas inician y mantienen la respuesta inflamatoria resultante de la lesion de

reperfusion.

Los mas importantes en la fisiopatologia I/R son: IL-1 y TNF. Los cuales tienen
actividad proinflamatoria e inducen la produccion de IL-8 que regulan la sintesis de
moléculas de adhesion que juegan papel importante en estadio postoperatorio. EI TNF
también juega un papel importante en la activacion, quimiotaxis e induccion de
radicales superoxido. Por el contrario hay una disminucion de I1L-10 (antiinflamatoria)
la cual regula la produccion de citoquinas, moléculas de adhesion, reclutamiento de

neutrofilos, disminuye edema y dafio celular

En este sindrome I/R hay liberacion del factor activador de plaquetas (PAF) el cual se

ha demostrado que incrementa significativamente 12 horas después de la reperfusion de
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6rganos trasplantados, y pico a las 24 horas. Ademas media procesos del dafio

endotelial, migracion neutrdfilos y produccion de radicales libres de oxigenos (RLO).

Neutrofilos, moléculas de adhesion celular y mediadores vasoactivos

Durante esta reperfusion hay una activacion, quimiotaxis, adhesion y transmigracion de
los leucocitos en el endotelio. Que causaran dafio endotelial al interactuar con el mismo
por la liberacion de sustancias proinflamatorias. Y el deshalance entre prostaglandinas y
oxido nitrico (ON) como vasodilatadoras vs. Tromboxano A; y endotelina como
vasoconstrictores inducidos por las citoquinas conllevan a vasoconstriccion influyendo

en el insulto histico por isquemia.

Estrés Oxidativo

En la fase de isquemia se habl6 de una entrada de calcio citoplasmético excesivo el cual
formaba la produccion de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa junto al NADPH.
En isquemia la xantina deshidrogensa pasa a xantina oxidasa utiliza el oxigeno
molecular en lugar del NAD+ (a diferencia de tejidos no hipdxicos) produciendo anion

super6xido y peroxido de hidrogeno®:

—_— ] e . .
XANTINA+H,0+20, [0 = ACIDO URICO+ 20 5+ Hy0,

El estrés oxidativo es un estado en la que la cantidad de especies de oxigeno reactivo
exceden la capacidad del sistema antioxidante enddgeno. Este sistema antioxidante est

compuesto:
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» Formacion de peroxinitrato a partir del O al interactuar con el oxido nitrico
(ON).
» Formacion de H,O por la catalasa y glutation peroxidasa, a partir del peréxido

de hidrogeno producido por la superéxido dismutasa a partir del O,.
Entre los radicales libres estan:

» Algunas especies reactivas del Oxigeno (ERO): alto potencial oxidante son el
anion superoxido, el peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo.
» Los lipoperoxidos (R-COO): son &cidos grasos en las que el grupo hidroxilo se

encuentra activado permitiéndole propiedades de radical libre.

Durante la reperfusion hay conversion de la hipoxantina a acido urico por medio de la

xantina oxidasa y por ende una produccién de radicales libres de oxigeno.

INOSINA Xantina oxidasa+——alopurinol
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Todos los fendmenos involucrados llevan como consecuencias deficiencia de DNA, de
oxidacion crénica de proteinas, fendmenos de apoptosis-necrosis acelerados y falla en

injertos?.

El complemento

El complemento es uno de los sistemas de defensa del huésped y responsable de la

inmunidad humoral.

Como producto final es la convergencia del componente C3 y activacion del complejo
de ataque de membrana C5b-C9. Siendo el agente proinflamatorio mas potente el factor
Cba el cual hace produccion de TNF e II-1. La lesion por reperfusion origina la

activacion de complejos inmunes y forma anticuerpos que activan el complemento.
Muerte Celular

La apoptosis se encuentra dentro de la homeostasis ya que son muertes
autoprogramadas de células que han cumplido su ciclo de vida atil y es controlada
atreves de genes. En el sindrome de isquemia —reperfusion hay un proceso dependiente
de energia y hay alteracion de la homeostasis del calcio y favorece el estrés oxidativo
que lleva a dafio en el DNA. La apoptosis depende de la disponibilidad de ATP y la

reperfusion puede potenciarla al restablecer los depésitos de energfa y activar RLO.?

Los fendmenos de necrosis empiezan cuando hay pérdida de energia con la deplecion
del ATP por la hipoxia celular. El sindrome de reperfusion se caracteriza por la

simultaneidad de necrosis y apoptosis".
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Uno de los primeros intentos por clasificar los fenotipos de muerte celular, basado en el

analisis morfolégico de modelos del desarrollo, fue hecho por Schweichel y Merker,

quienes identificaron 3 tipos de muerte celular®:

Tipo 1 (apoptosis) se manifiesta por condensacion nuclear y picnosis, con reduccion del

volumen citoplasmatico, con fragmentacion celular tardia y fagocitosis.

Tipo 2, (autofagis) o degeneracion autofagica, se caracteriza por la vacuolizacion

autofagica del citoplasma.

Tipo 3 0 muerte citoplasmatica, (necrosis) se caracteriza por una desintegracion general

con pérdida de los organelos.

Figura N°4: Esqguema comparativo con necrosis

| Cambios mitocondnales Frplrs Daanbepnsl

-

ir
- e e
~ s e

;‘ L] TE' ..\.--I ..u- % "'\-- ;Jﬁ
. \ o "‘-,'ﬂp':

A | ﬁ lzﬂ.;«” I

--"'-. - - -nﬁﬂ__.- % ::Eﬁ

-]

' _L-x.-l.:%'
[ WO

Dilatacién reversible | Dilatacién ireversible | Desintegrocién

25



En el sindrome de isquemia-reperfusion se distinguen 2 periodos:

> El periodo de isquemia: la falta de oxigeno a nivel mitocondrial ocasiona
acidosis intracelular y una alteracion de la membrana plasmética que conduce al edema

celular y la muerte por citolisis.

> El periodo de reperfusion: se originan los radicales libres de oxigeno, que
conducen a un aumento de la permeabilidad capilar, produciendo una disfuncion del
endotelio vascular, y disminucién en la liberacion de NO, que junto con factores
quimioticticos promueven un reclutamiento de polimorfonucleares al lugar
reperfundido. La respuesta inflamatoria aguda iniciada se caracteriza por una cascada de

citocinas proinflamatorias, expresion de moléculas de adhesion e infiltracion celular.

La isquemia renal severa resulta en un dafio renal irreversible con cambios notables y
caracteristicos de necrosis en las células tubulares. La muerte celular puede resultar
directamente de las condiciones hipdxicas durante la isquemia sin embargo muchas
células mueren durante la reperfusion. En la actualidad hay estudios recientes muestran,
que ademés del proceso inflamatorio, la muerte celular por apoptosis se incrementa
durante el sindrome de isquemia-reperfusion. En andlisis microscopicos muestran que
en periodos de isquemia renal completa de aproximadamente 5 min muestra cuerpos
apoptoéticos en reperfusion con pocos cambios de necrosis celular. Estos cuerpos
apoptoticos se incrementan mas en periodos de isquemia de 30 o 45 min. Hay estudios
que establecen que hay muchas células que mueren durante la reperfusion no porque
sean sensibles a la anoxa sino que hay una inadecuada reperfusion de ese tejido

(fendbmeno del “no-reflujo™). Se establece que el edema celular durante la isquemia
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transitoria comprime la vasculatura llevando a una hipoxia crénica aun en

reperfusion®®?*.

La muerte celular programada es un proceso celular fundamental que es esencial para el
desarrollo y para el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos adultos. Su mision
es eliminar las células superfluas, dafiadas, infectadas o transformadas. Esta forma de
muerte celular o apoptosis se realiza mediante la activacion de un programa intrinseco y
se caracteriza por el mantenimiento de las membranas celulares intactas permitiendo asi

su eliminacion por fagocitosis.?*

En la muerte por apoptosis, la serie de acontecimientos sucede de manera tan ordenada,
que este proceso de suicidio celular se denomina muerte celular programada. Pueden

diferenciarse varias fases en la apoptosis®*:

Fase efectora
Aumento en el contenido de Ca++ intracelular que origina la activacion de ciertos
grupos enziméticos (endonucleasas y proteasas -caspasas), junto con cambios en el

citoesqueleto celular que producen cambios en el tamafio y forma celular®.

Fase degradativa

Degradacion de proteinas y los &cidos nucleicos y cambios en la membrana celular. Los
cuerpos apoptadticos son fagocitados por macrofagos impidiendo la salida del contenido
celular al exterior y evitando inflamacion. En esta fase las endonucleasas se encargan de
fragmentar el DNA, las caspasas degradan las proteinas, se producen cambios marcados

en el citoesqueleto, y se condensa la cromatina®.
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Fase de eliminacion

Los macrdfagos fagocitan los cuerpos apoptoticos.

Induccidn de la apoptosis
Para que una celula sea inducida a morir por apoptosis se necesita que dicha célula deje
de recibir sefiales de supervivencia y comience a recibir sefiales de muerte. Las sefiales
estimuladoras de la supervivencia son necesarias para que las células se mantengan
vivas (factores del crecimiento y las hormonas)?.
Las sefiales de muerte que conducen a la apoptosis son muy diversas:

> Altos niveles de oxidantes en el interior de la célula

> Lesion del DNA por oxidantes, luz ultravioleta, radiaciones ionizantes, farmacos

quimioterapéutico y activadores de muerte como TNFalfa entre otros

La apoptosis estd conducida por dos clases de proteasas especializadas, las caspasas
iniciadoras y las caspasas efectoras. Las caspasas son cisteina proteasas que se expresan
como zimAgenos inactivos y que se procesan a estado activo por protedlisis.

Las caspasas iniciadoras se activan después de un estimulo apoptético por
autoproteolisis. Las caspasas efectoras o ejecutoras se activan por las caspasas

iniciadoras en una cascada amplificadora.?*

La activacion de las caspasas es una etapa crucial para la activacion de la apoptosis
cualquiera que sea el estimulo. Son las verdaderas ejecutoras de la apoptosis. Existe el
grupo iniciador de la apoptosis que incluye las caspasas -2, -8, -9, -10, y el grupo

efector o ejecutor de la apoptosis que incluye caspasas 3, 6 y 7.%
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Son dos las vias que conducen a la activacion de las caspasas.

La via intrinseca:

Esta se encuentra mediada por estrés celular o por lesion en el DNA en donde estan
involucrados los receptores de la pared mitocondrial los cuales regulan la transcripcion
de proteinas Bcl que pueden ser anti o pro apoptoticas. Requiere la disrupcion de la
membrana mitocondrial y la liberacion de proteinas mitocondriales tales como el

citocromo y smac/diablo?.

El citocromo C funciona uniéndose a Apaf-1 (factor activador de la proteasa apoptdtica)
para inducir la activacion de la caspasa-9 y con ello la cascada de las caspasas, mientras

que smac/diablo se une y antagoniza al inhibidor de las proteinas apoptoéticas (1AP).

Se ha demostrado que la proteina proapoptética Bax puede inducir la apertura del poro
al formar un complejo que se localiza en la membrana interna mitocondrial. La apertura
del poro trae consigo un descenso en el potencial de membrana y la salida de factores

apoptéticos como citocromo C?.

En una célula sana la membrana externa de la mitocondria expresa la proteina Bcl-2 en
su superficie. Bcl-2 se une a una molécula de proteina denominada Apaf-1 (factor
activador de las proteasas apoptogénicas). De esta manera Apaf-1 se mantiene en forma

inactiva. Cualquier alteracion del equilibrio interno de la célula, por ejemplo elevacion
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de las especies reactivas de oxigeno, causa que la mitocondria libere citocromo C. A su

vez Bcl-2 deja libre a Apaf-1 que se une al citocromo C.

La liberacion regulada de factores pro-apoptoticos de la mitocondria causa la induccion

de las caspasas iniciadoras y efectoras.

La via extrinseca:

Esta mediada por ligandos que se unen a receptores en la superficie celular. Se inicia
por union de un ligando con su receptor transmembrana (FAS, TNFR, TRAIL, etc) para
activar a las caspasas iniciadoras (caspasas-9 y -10), que a su vez, activan por

protedlisis a las caspasas efectoras, tales como las caspasas-3 y —7%.

Los receptores de muerte mas conocidos son eL Fas y el TNFR1 (receptor TNF). Son

proteinas transmembrana con sus receptores expuestos en la superficie de la célula.

Imagen tomada de: Cascales angosot, M.
Célula infectada Bases moleculares de la apoptosis. Anal.
Real Acad. Nal. Farm. 2003;69:39-43.
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Figura N°5: Via utilizada por las células T citotoxicas para inducir la apoptosis en células
infectadas.

La unién de un activador complementario o ligando, FasL y TNF (factor de necrosis
tumoral), respectivamente, transmite una sefial al citoplasma que conduce a la

activacion de la caspasa-8. La caspasa-8 al igual que la caspasa-9 inicia una cascada
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amplificadora de activacion que conduce a la formacion de cuerpos apoptéticos y a la

fagocitosis de la célula®.

Necrosis

A diferencia de la apoptosis, la necrosis no requiere sintesis de nuevas proteinas. En
otros estudios se deduce que el origen de todos los desordenes necréticos es un
desequilibrio osmético. La permeabilidad de la membrana plasmética se altera y se
establece un flujo anormal de iones principalmente de calcio al interior de la célula, el
cual va acompafiado por una entrada pasiva de agua. El volumen celular aumenta y se
alteran las demas rutas metabdlica. El calcio intracelular en mayores concentraciones
inhibe la produccion de ATP. La cromatina nuclear pierde su conformacion nuclear y
constituye pequefos agregados. Algunos organelos como el reticulo endoplasmético o
mitocondria se dilatan por entrada de agua, se desorganizan los ribosomas y los
lisosomas se rompen, como etapa final los organulos estallan, la membrana plasmética

y la envoltura nuclear se fragmentan, y el contenido intracelular se vierte al exterior.?®

Antioxidantes

DMSO

El Dimetilsulfoxido (DMSO) (C,HgOS), es un compuesto organico constituido por una
molécula anfipatica con un dominio altamente polar y dos grupos apolares haciéndolo

asi al DMSO un compuesto soluble en medios organicos y acuosos?’.
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El DMSO ha sido utilizado por la industria de la madera como solvente desde 1953. De
igual forma posee un efecto antioxidante que brinda propiedades protectoras actuando

en diferentes procesos de isquemia-reperfusion.

Dentro de las propiedades farmacocinéticas, el DMSO posee una vida media en el ser
humano de 12 a 15 horas. Es metabolizado en los humanos por la oxidacion a
Dimetilsulfona, (DMSO, o por la reduccion a dimetilsulfuro (DMS), los cuales son
excretados en la orina y heces. La excrecion en humanos cuando el DMSO se
administra por via oral se completa en 120 horas, con la excrecion urinaria como
meétodo primario de eliminacion. El metabolito DMSO2 puede persisitir en los humanos
hasta por 2 semanas. No se ha demostrado acumulacion residual del DMSO en humanos

o animales por periodos prolongados sin importar la ruta o dosis administrada.?®

En 1961, Dr. Jacobs utilizé el DMSO por primera vez como agente farmacéutico, para
la preservacion de 6rganos, al descubrir su capacidad de réapida penetracion en la piel,
llegando a las capas méas profundas sin causar dafio alguno. Y a pesar que ha sido uno
de los compuestos mas estudiados, sus acciones terapéuticas siguen sin ser

comprendidas en un 100%.%°

Una de las primeras caracteristicas, observadas del DMSO fue su facilidad de penetrar a
través de las membranas. El cual variaba proporcionalmente de acuerdo a la
concentracion utilizada, fue asi como se identificO que concentraciones de 70 a 90%
eran efectivas a traves de la piel, y a concentraciones arriba de 90% disminuia la

efectividad del producto.®

De igual forma el DMSO, posee capacidades de transportar otros medicamentos a

través de las membranas, incluyendo morfina, penicilinas, esteroides y cortisona. Esta

32



capacidad de transportar otros farmacos dependeré del peso molecular, forma y otras
caracteristicas electroquimicas. Esta propiedad confiere al DMSO la capacidad de

reducir el riesgo de infecciones, que ocurren cuando se penetra la piel.”

El DMSO ha sido utilizado como analgésico tdpico en concentraciones al 70%, gracias
a estudios que sugieren que su accion analgésica se debe al bloqueo de fibras tipo C de
nervios periféricos, ya que al ser rpidamente absorbido por la piel, alivia el dolor
muscular, e incluso con concentraciones de 5 a 7% reduce la velocidad de conduccion a

través de las fibras nerviosas, constituyendo un excelente analgésico.*

Las capacidades antiinflamatorias del DMSO, se deben a distintos mecanismos, entre
ellos, su capacidad antioxidante, al recolectar radicales libres que se sitian en el lugar
de la lesion y su actividad estabilizadora de membrana que evita la secrecion de
mediadores inflamatorios de células lesionadas.* EI DMSO ha sido estudiado en
desordenes inflamatorios del aparato genitourinario, donde se demostr6 una notable
mejoria de los sintomas, sobre todo en condiciones inflamatorias no asociadas a tumores

o infecciones muy severas.*

Debido a sus propiedades analgésicas y antiinflamatorias, ha sido caracter de estudio en
patologias como la artritis. Un estudio clinico realizado por la Japanese Rheumatism
Association concluyd que el DMSO alivia el dolor en las articulaciones, incrementa el
rango de movimiento de estas y las fortalece.** Sin embargo la FDA nunca ha aprobado
su uso en esta patologia, denegando en muchas ocasiones la realizacion de ensayos

clinicos.?®

Una de las aplicaciones mas ventajosas, fue la utilizacién en 1971, por el Dr. De la

Torre en la Universidad de Chicago del DMSO en modelos animales con lesiones del
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sistema nervioso central. El descubrié que el DMSO disminuia la presion intracraneal
rdpidamente y mas efectivamente en comparacion a otros farmacos. De igual forma
estabilizaba la presion arterial, mejorando la respiracion, incrementaba la diuresis, y la
circulacion a través de la medula espinal. A partir de esto, el DMSO ha sido utilizado en
pacientes que sufren de traumas craneoencefélico severos, y en aquellos en los cuales
dosis iniciales de manitol, esteroides y barbitaricos fallan en disminuir la presion

intracraneal.>>*

En maltiples estudios se ha demostrado el efecto protector del DMSO frente a la injuria
renal causada durante procesos de isquemia-reperfusion.>*" En un estudio realizado en
ratas, donde se administro cloruro de mercurio, el DMSO aparte de tener accién
quelante sobre el mercurio, demostré reducir el incremento de creatinina sérica y dafio
tubular, disminuyendo la actividad del cloruro de mercurio sobre la glutation peroxidasa

y la superéxido dismutasa.®’

El DMSO ha mostrado poseer un efecto sobre la plaquetas, ya que ellas juegan un papel
importante en la liberacion de sustancias vasoactivas, las cuales pueden generar
obstruccion del lumen y vasoconstriccion del vaso sanguineo. EI DSMO antagoniza
gran variedad de estas sustancias liberadas, actuando a través del aumento del CAMP e

inhibicion de la liberacion de calcio a partir de células isquémicas y de las plaquetas.®®

Estudios han demostrado que el DMSO puede aumentar la sintesis de Prostaglandina E-
1 (PGE-1), un vasodilatador moderado. La PGE-1 puede reducir la agregacion
plaquetaria al producir un aumento de los niveles del cAMP y al inhibir la liberacion de
calcio inducida por la noradrenalina en las terminales nerviosas, un efecto que
antagoniza la vasoconstriccion.** El DMSO puede bloquear los receptores de PFG-2 y

reducir la sintesis de PFE-2, ambos compuestos relacionados en la agregacion
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plaquetaria®. El efecto del DMSO sobre los tromboxanos es desconocida, pero se cree
puede inhibir la biosintesis del Tromboxano A-2, lo que aumenta los niveles de

cAMP 8

La habilidad del DMSO para proteger la integridad de la membrana celular se encuentra
bien documentada a traves de varios modelos de dafio por isquemia-reperfusion, por lo
que el efecto protector del DMSO puede deberse a los mecanismos de reduccion de la
adhesion plaquetaria por el colageno y reduccion de la adhesion plaquetaria al proteger

el endotelio vascular y asegurar la liberacion de PGI-2.%°

Durante los procesos de isquemia, se ha notado la presencia de radicales hidroxilos
formados dentro de la mitocondrias. Y debido a la capacidad recolectora de radicales
hidroxilos que posee el DMSO, a través de la fosforilacion oxidativa mirocondrial. Se
sugiere el DMSO puede neutralizar los efectos citotoxicos de los radicales libres sobre
la misma mitocondria. La fosforilacion oxidativa es una de las primeras actividades
bioquimicas que afecta negativamente durante el proceso de isquemia. El DMSO ha
mostrado reducir la actividad ATPasa en particulas submitocondriales, un efecto que
reduce la utilizacion de oxigeno durante la isquemia celular. Por lo que es probable que
la actividad neutralizadora del DMSO sobre el dafio de los radicales libres seguido a una
injuria pudiera disminuir los resultados negativos del proceso I/R. 4041424344

En un estudio realizado en El Salvador, en un modelo animal, donde se utiliz6 el DMSO
vs el manejo convencional de liquidos endovenosos, se demostrd las ventajas del
DMSO al disminuir la muerte celular por apoptosis de las células renales, disminucion
del dafio tubular renal desde un punto de vista histopatolégico y la disminucion del

deterioro de la funcién renal durante el periodo de reperfusion. 2+4°
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Acido Ascorbico

Las vitaminas antioxidantes son agentes reductores que son capaces de donar electrones
a especies oxidadas como son los radicales libres y los lipoperoxidos y neutralizan el

poder oxidativo de estos.*®

El &cido ascdrbico es un é&cido de azicar con propiedades antioxidantes. El

enantiomero L- del &cido ascorbico se conoce popularmente como vitamina C.

El &cido ascorbico o vitamina C es un antioxidante monosacarido encontrado en
animales y plantas. Se considera una vitamina ya que no puede ser sintetizado por los
seres humanos y debe ser obtenido de la dieta.*” El 4cido ascorbico es un agente
reductor y puede reducir y neutralizar especies reactivas del oxigeno tal como el

peroxido de hidrégeno™.

En 1937, el premio Nobel de quimica fue concedido a Walter Haworth por su trabajo en
la determinacion de la estructura del &cido ascrbico, y el premio Nobel de medicina se
otorgd a Albert von Szent-Gyorgyi Nagyrapolt por sus estudios acerca de las funciones

bioldgicas del &cido ascérbico.

A la vitamina C se le han atribuido varias funciones a través de estudios a lo largo del

tiempo, entre los cuales estan:

» Funciona como coenzima o como cofactor
> Necesario para funcionamiento normal de las células y unidades subcelulares.

> Donay acepta hidrogeno durante el metabolismo
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» Parte importante de las sintesis de neurotransmisores (serotonina, en la
conversion de dopamina a noradrenalina)

» Importante para la produccion de colageno, una proteina importante en el tejido
fibroso®®, ya que es necesaria junto con el O, y el Fe* para formar
hidroxiprolina e hidroxilisina (componentes del colageno).

» Mantiene la integridad capilar

» Favorece la absorcion de hierro y calcio

» La vitamina C tépica tiene los siguientes efectos a nivel de la piel: estimulacion
de la sintesis de coldgeno, prevencion de inmunosupresion por radiacion UV,
prevencion del fotodafio y del fotoenvejecimiento, actuando como coadyuvante
de los filtros solares. Ejerce su accion principalmente como captador de especies
reactivas de oxigenos producidas por las luces ultravioleta y contaminantes

ambientales.>

En estudios de isquemia reperfusion en ratas utilizando la vitamina C previo a evento
isquémico mostraron actividad de la PAF reducido considerablemente en comparacion

al grupo control*®

. Asi mismo la evaluacién histoldgica de los rifiones de estas ratas
mostro que a los que se les administro acido ascorbico presentaron menos dafio
histoldgico a nivel tubulointersticial. En conclusion presentaron menos necrosis tubular,

edema y hemorragia en comparacion con el grupo de ratas que no recibié agente

antioxidante.

Hay estudios donde determinan el poder antioxidante del Acido ascérbico en modelos
de isquemia-reperfusion como protectores renales™ y que influyen en un descenso del
nitrégeno ureico en sangre®. En otros estudios donde se quiso ver su efecto en

trasplantes renales no fueron concluyentes que beneficiaran a la proteccion renal en
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dicho procedimiento®. En cambio hay otros que establecen que la administracién de

Acido ascérbico podria atenuar la lesién renal durante el evento un trasplante renal®.

En reportes de eficacia clinica se han determinado casos en los que a los pacientes se les
prescribieron Acido ascorbico y Vitamina E por 3 meses en donde hubo disminucion
de la creatinina en un 20% lo cual podria mejorar la funcidén durante un trasplante

renal®*.
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Objetivos

Objetivo General

Determinar la actividad protectora sobre el tejido renal de la asociacion DMSO - AC.
ASCORBICO y DMSO como sustancia Gnica en un modelo animal de isquemia

reperfusion.

Objetivos especificos

> Medir el efecto protector de la asociacion DMSO — AC. ASCORBICO y DMSO
como sustancia Unica en un modelo animal de isquemia reperfusion mediante la

evaluacion de variables histologicas.

> Medir el efecto protector de la asociacion DMSO — AC. ASCORBICO y DMSO
como sustancia Unica en un modelo animal de isquemia reperfusion mediante la

evaluacion de los niveles de creatinina.
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Metodologia

Tipo y disefio general de estudio

Disefio experimental de un modelo animal de isquemia reperfusion renal en el que se
midid el efecto protector de DMSO como sustancia Unica Vs la asociacion de DMSO-

Acido Ascarbico.
Unidades experimentales

Cuarenta conejos machos, raza Nueva Zelanda, con peso entre 2.5 Kg + 1Kg, fueron
estudiados. El bienestar animal se aseguré mediante el seguimiento de los lineamientos
del Consejo Canadiense para el cuidado animal del afio 2007>°°°. Cada animal
permanecié en jaulas aisladas, donde se les administrd agua ad libitum y alimentacion
especial para su raza. Una vez finalizado el experimento, se procedio a la realizacion de

la eutanasia siguiendo las normas de la American Veterinary Medical Association.”’
Grupos
40 conejos divididos en forma aleatoria en los siguientes 4 grupos:

» Grupo A (Grupo sham o de intervencion simulada): conformado por 10 unidades
experimentales a las que se anestesiaron y realizaron sus nefrectomias
unilaterales sin inducir isquemia/reperfusion y a los cuales se administraron
liquidos EV con el fin de eliminar confundidores y establecer diferencias entre

el grupo isquemia reperfusion/SSN y grupo sham.
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» Grupo B: Grupo isquemia-reperfusion/SSN, conformado por 10 unidades
experimentales a las cuales se les realizdé nefrectomia unilateral, con induccion
por clamp atraumatico de rifibn por 30 minutos y posterior reperfusion por 8
horas, y administracién de SSN durante la fase de reperfusion.

> Grupo C: Grupo isquemia-reperfusion/DMSO-Acido ascorbico conformado por
10 unidades experimentales a las cuales se les realizd nefrectomia unilateral, con
induccion por clamp atraumatico de rifion por 30 minutos y posterior reperfusion
por 8 horas, administrando como farmaco de reperfusion la asociacion DMSO-
ACIDO ASCORBICO.

» Grupo B: Grupo isquemia-reperfusion/DMSO conformado por 10 unidades
experimentales a las cuales se les realizd nefrectomia unilateral, con induccion
por clamp atraumatico de rifibn por 30 minutos y posterior reperfusion por 8

horas, administrando como farmaco de reperfusion el DMSO.

Aleatorizacion de la muestra

La seleccion de las unidades experimentales se realizé asignando un nimero a cada
conejo, el cual fue marcado sobre la piel de la oreja del mismo. Los nimeros fueron
colocados en una tombola, de donde un miembro del equipo experimental extrajo uno a
uno, los cuales fueron colocados en cada grupo complementando el total de animales

asignado para cada uno.
Criterios de Inclusion y Exclusion
Criterios de Inclusion
» Conejos machos de raza Nueva Zelanda
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» Conejos con peso entre 2.5 Kg + 1Kg

» Conejos en buen estado de salud.

Criterios de exclusién

» Conejos con anomalias estructurales evidentes.
» Conejos que fallezcan posterior a la induccion anestésica, previa finalizacion del
procedimiento quirurgico.

» Conejos con anomalias renales macroscopicos.

Definiciones operacionales

Nombre Tipo Definicion Unidades

Prueba quimica sanguinea,
utilizada como marcador
de funcion renal (valor

Niveles séricos Variable normal en conejo: 0.5- Mg/dl
de creatinina cuantitativa 2.5mg/dl)

Evaluacion de la estructura
histopatoldgica del tejido

renal. Ausente: 0% (0

puntos)

» Hiperemia medular
> Presencia de
leucocitos
> Dilatacién tubular
» Presencia de
cilindros hialinos
» Adelgazamiento del
Histologia renal V. cualitativa epitelio tubular
Presencia de células

intratubulares Moderado: 11-

Lo 2 2 punog
Cariorrexis
Separacion de la
membrana basal.

Edema celular
Vacuolizacion Severo: 25-49%

Leve: 1-10% (1
puntos)

VVVYV 'V

Y VY
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> Degeneracion (3 puntos)

hidrdpica
» Nucleos Muy severo: 50%
Hipercromaticos (4 puntos)
Incremento de
o ) . creatinina basal:
RIFLE V. Cualitativa | “Risk” (Riesgo)
. I “Risk” 1.5
“Injury” (Injuria)
. “Injury” 2.0
“Failure” (Falla)
“Failure” 3.0

Preparacion prequirurgica

Cada animal fue evaluado por un médico veterinario para corroborar su estado general,
posterior a esto fue pesado y se prepar6 para el procedimiento, rasurando el &rea
quirdrgica. Seguido de la asepsia del campo quirdrgico, mediante la aplicacion de
Digluconato de Clorhexidina al 20%, y seguido de la aplicacion subcutanea de Procaina
al 2% como anestésico local. Se colocaron campos quirurgicos estériles sobre el area de

trabajo.
Anestesia

Se premedicaron, mediante la inyeccion IM de Maleato de Acepromacina (20mg/ml)
0.2mg/kg y Ketamina (10mg/ml) 30mg/kg, respectivamente, como dosis inicial. Luego
se administraron una dosis de mantenimiento que consistia en Maleato de
Acepromacina 0.1mg/kg y Ketamina a 15 mg/kg por via IV cada 15 a 30 minutos
segln fuera la necesidad y en base a los pardmetros de evaluacion del plano anestésico,
especificos para los conejos que consistian en: tono mandibular, reflejo de retirada en la

extremidad anterior y posterior frente a estimulos dolorosos.*®
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AcCCeso venoso

Para la administracion de liquidos endovenosos se procedi6 a ubicar el area
submandibular derecha, la cual fue disecada en planos hasta ubicar la vena yugular
comUn para canalizarla con Venocat flexible #18G y se administrd Solucion Salina
Fisiolégica 0.9%, a un volumen de 0.8cc/kg/h y anestésicos. Finalmente dicho acceso
venoso fue utilizado para la administracion de cloruro de potasio 1V a dosis de 2

mmol/kg y asf realizar la eutanasia de la unidad experimental.>®

Figura N°6: (A) Diseccion por planos, hasta vena yugular comun. (B) canalizacion de
vena. (C) Administracion de SSN 0.9%

Monitorizacion de las constantes vitales

Las constantes vitales de las unidades experimentales consistieron en la utilizacion de
monitores que evallen la frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y la temperatura

corporal tomada a nivel rectal®.

Procedimiento quirdrgico

Las unidades experimentales se colocaron en decubito prono donde se practic6 una
incision paravertebral bilateral 2cm bajo los rebordes costales, disecando por planos
hasta ubicar ambos rifiones y su respectivo hilio. Se realizd nefrectomia unilateral

derecha. Luego se diseco la arteria renal izquierda y se interrumpio el flujo sanguineo
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mediante clampaje atraumatico durante un periodo de 30 minutos®’. Durante este tiempo
se mantuvo al rifién dentro de la cavidad abdominal. Finalizado el tiempo de isquemia,
se administro intraperitonealmente al Grupo B, un bolus de SSN al 0.9% ; al Grupo C
DMSO al 40% a una dosis de 3.8ml/kg y Acido Ascorbico a razén de 150mg/Kg. Y al
Grupo D, DMSO al 40% a una dosis de 3.8ml/kg. Luego se restituyo el flujo sanguineo
verificando la permeabilidad arterial evaluando el retorno de la coloracion renal pre

isquémica.

Cerrando mediante sutura la cavidad y reperfundiendo la unidad por un periodo de 8

horas®, seguido de nefrectomia y eutanasia de la unidad experimental.

.

Figura N°7: (A) Identificacion de ambos rifiones. (B) Nefrectomia de rifion derecho.
(C) Clampaje de rifion izquierdo provocando proceso de isquemia. (D) Restitucion de
flujo sanguineo.
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Toma de muestras

Muestras sanguineas

Se extrajo las muestras de sangre de la vena marginal de la oreja, con el fin de no causar
alteraciones hemodindmicas en las unidades experimentales. El volumen total de

extraccion de muestras sanguineas fue de 1cc. La cual fue extraida en dos tomas:

» 1 toma: Previo al inicio del procedimiento quirdrgico, en su estado basal.
» 2 toma: Ocho horas posteriores a la realizacion de la reperfusion, previo

eutanasia.

Cada muestra fue procesada en un equipo automatizado, utilizando tiras reactivas para

el andlisis de creatinina.

Muestras anatomopatoldgicas

Una vez realizada la nefrectomia izquierda, la muestra fue pesada y seccionada
mediante corte coronal en la linea media con posterior colocacion de papel filtro y
fijacion en formalina buferisada para garantizar la preservacion de la muestra hasta su
fijacion y posterior analisis histopatolégico con tincidn histoquimica de hematoxilina

eosina.

Estos estudios fueron realizados por un patdlogo, quien desconocid el grupo al cual

cada espécimen pertenece.

Eutanasia
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Una vez finalizado el procedimiento se realiz eutanasia de la unidad experimental
siguiendo las normas de la American Veterinary Medical Association, con la

administracion de Cloruro de Potasio por via IV a dosis de 2 mmol/kg.
Procedimiento para la recoleccion de la informacion

Los valores obtenidos fueron tabulados Microsoft Excel 2007, analizados en el
programa estadistico Graph Pad Prism v 5.0 para Windows. Cada una de estas
variables fue explorada para determinar su distribucion mediante el test de D*Agostino-

Pearson y asi definir su valor estadistico como paramétrica o no paramétrica.

» Variables paramétricas: Fueron analizadas mediante prueba One Way ANOVA
para explorar su significancia, al encontrarse un valor p de menos de 0.05 se
procedi6 al analisis mediante Test de Dunnett para determinar la significancia de
los grupos respecto al control.

» Variables no paramétricas: Fueron analizadas mediante la prueba de Kruskal
Wallis, seguido de Test de Dunn para establecer la significancia entre cuatro

grupos.
Procedimientos para garantizar los aspectos éticos

El bienestar de las unidades experimentales se realizé bajo los lineamientos generales
del Consejo Canadiense para el Cuidado Animal dictaminado en el afio 2007. Cada
animal permanecié en jaulas separadas, administrandosele agua ad libitum vy
alimentacion especial. Las unidades fueron sometidas a procesos anestésicos previo
cualquier manipulacion quirurgica. Una vez finalizado el procedimiento se realizd
eutanasia siguiendo las normas de la American Veterinary Medical Association,>
administrdndoles Cloruro de Potasio 1.V a dosis de 2mmol/Kg.
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Resultados

A continuacion se presentan los datos obtenidos del analisis de las pruebas de

laboratorio y muestras histopatoldgicas de las 40 unidades experimentales.

Creatinina sérica

La variable creatinina sérica basal se analiz6 mediante pruebas estadisticas paramétricas
One Way ANOVA vy post Test de Dunnett encontrando una homogeneidad de los
grupos con respecto al grupo control, la creatinina post reperfusion muestra una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos Sham y DMSO/AA. Las

medias, valores minimos y mé&ximos son presentados en la tabla 1.

Esto es reflejado en los valores méximos, minimos y medias de cada grupo

representados en la tabla N° 1.

Tabla N°1 Comportamiento de la Creatinina Media (basal y final)

Grupo I/R Grupo I/R Grupo I/R Grupo I/R One Way
SSN DMSO SHAM DMSO/AA Anova P
BASAL Creatinina 0.77mg/dI 0.94mg/dI 0.74mg/dl 0.63mg/dI 0.0036
(min-max) (0.5-1.1) (0.74-1.1) (05-1.1) (0.5-0.85)
FINAL Creatinina 2.25mg/dI 2.34mg/dI 1.26mg/dI 0.72mg/dI <0.0001
(min-max) (1.1-3.89) (1.8-3.2) (0.48-1.87) (0.5-0.8)

Grupo I/R-SSN: Isquemia- Reperfusion- Solucién Salina Normal
Grupo I/R- DMSO: Isquemia-Reperfusion-Dimetilsulfoxido
Grupo I/R-DMSO-AA: Isquemia-Reperfusion- Dimetilfoxido- Acido Ascorbico

Los valores de creatinina post reperfusion mostraron un incremento en todos los grupos
al compararlos con los valores de creatinina basal, siendo el aumento mas notable en el
grupo I/R =SSN de 2.9 (292%), seguido por los grupos I/R- DMSO de 2.4 (248%), I/R
Sham de 1.7 (170%) vy finalmente el grupo I/R DMSO+AA de 1.14 (114%).

Mostrando significancia estadistica con valores menores a p = <0.0001 para todos ellos.
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Grafico N°1. Media de los Niveles de
Creatinina Basaly Final por Grupos
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El grado de dafio renal se catalogd en tres niveles: Risk, Injury o Failure segin la
clasificacion de RIFLE, basado en el incremento de creatinina final en comparacion a la

creatinina basal.

Grafico N’ 2. Categoria de dano renal de cada
grupo basado en RIFLE
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El grupo I/R- SSN mostro las tres categorias de dafio de risk, injury y failure con un
60%, 20% y 10% respectivamente. En el caso del grupo I/R DMSO el 100% entro a la

categoria de Risk, en el grupo Sham predomind en un 70% la categoria Risk a
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diferencia del dltimo grupo que unia al DMSO- acido ascérbico donde solo un 10%
presentd Injury y un 90% no presentd incremento de Creatinina significativo para ser

ubicado dentro de las categorias de un mayor dafio. (Gréfico N°2)

Histopatologicos

El analisis histopatoldgico de los rifiones de las unidades experimentales se realizd con
el fin de determinar el grado de severidad de las lesiones asi como los cambios
necréticos en cada grupo segun los parametros establecidos en la metodologia. (Ver

cuadro N°2)

Cuadro N°2. Hallazgos histopatolégicos encontrados en rifiones sometido a
isquemia

Rifidon normal Hiperemia medular

Leucocitos Dilatacién tubular
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Ruptura de membrana celular

Células Intratubulares

Adelgazamiento de Epitelio Tubular

Cilindros Hialinos

Tubulorrexis

Vacuolizacion citoplasmatica




Se evaluaron 14 variables histolégicas, categorizadas como ausente, leve, moderado,
severo, y muy severo respecto al dafio histico. Se cuantifico por grupo experimental el
niamero de asignaciones a cada categoria, en cada una de las variables estudiadas,

determinando el porcentaje de ocurrencia. (Grafico N°5-Grafico N°18).

Se comparo el dafio histoldgico total por cada uno de los grupos, en el cual el grupo I/R-
SSN tuvo mayor dafio histolégico en un 59% seguido del grupo I/R DMSO-AA con un
51%, y finalmente por los grupos Sham y grupo I/R-DMSO con un 37% y 33%

respectivamente.

Grafico N°3. Comparacion porcentual del
dano Histopatologico renal vrs. Proteccion
renal.
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67% 63%
60%
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Grupos

El puntaje de dafio histoldgico se obtuvo de la sumatoria total de los puntajes asignados
a cada variable, obteniendo asi un valor total que representa el porcentaje global de
dafio, correspondiendo el porcentaje restante, a muestras histopatoldgicas que

presentaron proteccion. (Gréafico N°3)
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Grafico N24. Representacion del daino

global generado por evento I/R.
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El dafio global generado por el evento de Isquemia-repercusion en las unidades

experimentales tratadas con SSN expresan mayor dafio histolégico y mayor

disfuncionalidad renal. El grupo que se trato con DMSO-AA presenta mejores niveles

de creatinina en comparacion con todos los demas grupos y con respecto a su

histologica solo presenta menor dafio en comparacion con el grupo de SSN. (Grafico

N°4)
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Patologia Descriptiva

Entre los grupos, se observaron diferencias histopatoldgicas entre el grado de severidad

de cada variable, las més relevantes se exponen a continuacion:
Grupo I/R-SSN

En este grupo se observo vacuolizacion severa y degeneracion hidropica. Acompafiada
de separacion de la membrana basal y un edema intracelular notable. De igual manera
se observd abundante presencia de leucocitos en comparacion a los otros grupos,
acompariado de una leve cariorrexis y moderada caridlisis. Hay presencia de moderada

tubulorrexis junto a hiperemia medular moderada.

Figura N°8: (A) presencia de vacuolas e hiperemia medular. (B) Dilatacion tubular.

Grupo I/R-DMSO

En estas muestras histopatolégicas se encontr6 edema intracelular moderado junto a
dilatacion tubular significativa con cilindros intratubulares marcados. Hay presencia de
tubulorrexis y nudcleos hipercromaticos, acompafiado de una hiperemia medular

moderado.
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Figura N°9: (A) Nucleos hipercromaticos con cilindros intratubulares. (B) Dilatacion
tubular e hiperemia severa.

Grupo Sham

En este grupo se observa importante dilatacion tubular y células intratubulares
moderadas, De igual manera se encontré degeneracion hidrdpica de leve a moderada
con un adelgazamiento del epitelio en su mayoria leve. Asi mismo hay presencia de

80% de leucocitos con minimo dafio al ndcleo.

Figura N°10: (A) Presencia de leucocitos. (B) Degeneracién hidrdpica
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Grupo I/R DMSO-AA

Estas muestras histopatoldgicas, presentaron moderado edema celular y degeneracion
hidrépica con separacion de la membrana basal y adelgazamiento del epitelio.

Encontrandose escazos cilindros intratubulares y leucocitos. Hay presencia de moderada

caridlisis e hiperemia medular leve.

Figura N°11: (A)Hiperemia medular y degeneracion turbia. (B) Glomerulo,
degeneracion turbia, dilatacion tubular y vacuolizacién con presencia de leucocitos. (C)
Presencia de cilindros intratubulares. (D) Glomérulo con engrosamiento capilar.

Cada variable histopatoldgica, fue analizada por estadistica no paramétrica mediante el
test de Kruskall-Wallis, una vez determinada la diferencia entre los grupos, (p < 0.05) se

analizo la diferencia estadistica entre pares mediante la prueba estadistica de Dunn.
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Resultados estadisticos de las 14 variables histopatologicas basadas en Kruskal-
Wallis y Test de Dunn

Vacuolizacion

Esta variable present6 un valor p de 0.0015 por Kruskall-Wallis, encontrandose valores
significativos entre tres grupos, los cuales correspondieron a I/R SSN vs I/R DMSO, y
I/R DMSO vs I/R DMSO-AA. De esta manera se observd que un 80% de los sujetos a
los que se les administré SSN habian presentado vacuolizacién severa comparado con
aquellos sujetos en donde se utilizd DMSO quienes presentaban un grado leve de
vacuolizacion correspondiente a un 70%. Al comparar el grupo I/R DMSO vs I/R
DMSO-AA, se observo que en aquellos sujetos donde se utilizé &cido ascérbico y
DMSO el 60% habia presentado dafio severo, mientras que aquellos en los que solo se

utiliz6 DMSO no presentaron dafio severo. (Grafico N°5)

Grafico N° 5. Vacuolizacion
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Edema Intracelular

Esta variable present6 un valor p equivalente a 0.0317 por Kruskall-Wallis, al utilizar el
test de Dunn, se observd que ninguno de los grupos presentd resultados significativos

entre si. (Gréfico N°6)

Grafico N° 6. Edema Intracelular
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Degeneracion Hidropica

Esta variable presentd un valor p <0.0001 por Kruskall-Wallis, encontrandose valores
significativos entre tres grupos, los cuales correspondieron a I/R SSN vs I/R DMSO, y
I/R SSN vs I/R SHAM. De esta manera se observo que un 80% de los sujetos a los que
se les administrd6 SSN habian presentado degeneracion hidropica severa comparado con
aquellos sujetos en donde se utiliz6 DMSO quienes presentaban un grado leve de
degeneracion hidrépica correspondiente a un 70% y ninguna de las muestras presentaba

dafio severo. Al comparar el grupo I/R SSN vs I/R SHAM, se observo que en aquellos
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sujetos perteneciente al grupo SHAM solo un 10% habia presentado dafio severo.

(Gréfico N°7)
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Grafico N° 7. Degeneracion Hidropica
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Separacion de Membrana basal

Con respecto a esta variable, presentd un valor p <0.0027 por Kruskall-Wallis,
encontrandose valores significativos entre tres grupos, los cuales correspondieron a I/R
SSN vs I/R DMSO, y I/R DMSO vs I/R DMSO-AA. De esta manera se observo que un
80% de los sujetos a los que se les administrd6 SSN habian presentado degeneracion
hidrépica moderada comparada con aquellos sujetos en donde se utilizo6 DMSO quienes
presentaban s6lo un 10% de degeneracion hidrépica moderada. Al comparar el grupo
I/R DMSO vs I/R DMSO-AA, se observo que en aquellos sujetos perteneciente al grupo
DMSO solo un 10% habia presentado dafio moderado en comparacion al 70% que

habia presentado dafio moderado en el grupo DMSO-AA. (Gréafico N°8)
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Grafico N°8. Separacion de Membrana Basal
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Adelgazamiento del Epitelio

Esta variable presenté un valor p <0.0025 por Kruskall-Wallis, encontrandose valores
significativos entre dos grupos, los cuales correspondieron a I/R SSN vs I/R DMSO. De
esta manera se observé que un 50% de los sujetos a los que se les administré SSN
habian presentado un moderado adelgazamiento del epitelio y un 50% lo habia
presentado de manera severa, comparada con aquellos sujetos en donde sélo se utilizd
DMSO, en quienes un 40% no presentd adelgazamiento del epitelio y s6lo un 60% lo

presentaron de forma leve. (Gréafico N°9)
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Grafico N°9. Adelgazamiento del Epitelio
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Dilatacion tubular

Esta variable present6 un valor p de 0.0047 por Kruskall-Wallis, encontrdndose valores
significativos entre dos grupos, los cuales correspondieron a I/R DMSO vs I/R DMSO-
AA. De esta manera se observo que un 90% y 10% de los sujetos a los que se les
administr6 DMSO habian presentado una leve y moderada dilatacion tubular
respectivamente, comparada con aquellos sujetos en donde se utiliz6 DMSO junto al
acido ascorbico, en quienes un 30% presentd una dilatacion tubular severa y un 40%
una dilatacion moderada, siendo el dafio més prominente en el grupo conformado por

DMSO-AA. (Gréfico N°10)
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Cilindros Hialinos

Con respecto a esta variable, presentd un valor p de 0.0019 por Kruskall-Wallis,

encontrandose significancia entre tres grupos, los cuales correspondieron a I/R SSN vs

I/R DMSO-AA, y I/R DMSO vs I/R DMSO-AA. De esta manera se observo que un

80% de los sujetos a los que se les administré SSN habian presentado cilindros hialinos

comparada con aquellos sujetos en donde se utilizo6 DMSO vy acido ascorbico quienes

presentaban s6lo un 10% de cilindros hialinos. Al comparar el grupo I/R DMSO vs I/R

DMSO-AA, se observo que en aquellos sujetos perteneciente al grupo DMSO solo un

10% no habia presentado cilindros comparado al 90% del grupo DMSO-AA, en quienes

se observo ausencia de cilindros. Demostrando que dentro de los 4 grupos la ausencia

de los cilindros hialinos predomind en el grupo DMSO-AA. (Gréfico N°11)
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Células Intratubulares

Esta variable present6 un valor p de 0.0049 por Kruskall-Wallis, encontrdndose valores
significativos entre tres grupos, los cuales correspondieron a I/R SSN vs I/R DMSO, y
I/R SSN vs I/R SHAM. De esta manera se observo que un 40% de los sujetos a los que
se les administr6 DMSO no habian presentado células intratubulares comparado con
aquellos sujetos en donde se utilizd SSN en quienes s6lo un 10% no presentd células
intratubulares. Al comparar el grupo I/R SSN vs I/R SHAM, se observd que en
aquellos sujetos pertenecientes al grupo SHAM 40% no presentaba células y un 60% las
presentaba en forma leve, en comparacion al grupo SSN, quienes presentaban en un

10% células intratubulares de forma severa y 40% de forma moderada.. (Grafico N°12)
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Leucocitos

Esta variable present6 un valor p de 0.0148 por Kruskall-Wallis, encontrandose valores
significativos entre tres grupos, los cuales correspondieron a I/R DMSO vs I/R SHAM,
y I/R DMSO vs I/R DMSO-AA. De esta manera se observo que un 80% de los sujetos a
los que se les administr6 DMSO habian presentado leucocitos comparado con aquellos
sujetos pertenecientes al grupo SHAM, en quienes solo un 20% presentaba leucocitos.
Al comparar el grupo I/R DMSO vs I/R DMSO-AA, se observé que en aquellos sujetos
perteneciente al grupo DMSO-AA un 80% no presentaba leucocitos y se habian

encontrado de forma leve en un 20%. (Grafico N°13)
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Tubulorrexis

Esta variable presentd un valor p de 0.0027 por Kruskall-Wallis, encontrandose
significancia entre los cuatro grupos, los cuales correspondieron a I/R SSN vs I/R
DMSO, I/R SSN vs I/R SHAM y I/R SSN vs I/R DMSO-AA. De esta manera se
observo que un 20% de los sujetos a los que se les administr6 DMSO habian presentado

tubulorrexis en forma moderada comparado con aquellos sujetos en donde se utilizd
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SSN en quienes se observaba un 80% de tubulorrexis en forma moderada. Al comparar
el grupo I/R SSN vs I/R SHAM, los sujetos perteneciente al grupo SHAM, un 40% no
presentaba tubulorrexis y un 50% la presentaba en forma moderada, en comparacion al
grupo SSN, quienes presentaba en un 80% tubulorrexis en forma moderada y en un 20%
en forma severa. Al analizar el grupo DMSO-AA vs SSN, un 70% se observaba
tubulorrexis en forma leve y un 30% de forma moderada. Al evaluar los cuatro grupos,

el grupo perteneciente a SSN fue el mas afectado significativamente. (Grafico N°14)
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Al evaluar esta variable presentd6 un valor p de 0.0014 por Kruskall-Wallis,
obteniéndose valores significativos entre tres grupos, los cuales correspondieron a I/R
DMSO vs I/R DMSO-AA, y I/R SHAM vs I/R DMSO-AA. De esta manera se observo
que un 50% de los sujetos a los que se les administrd6 DMSO no presentaron cariorrexis
comparado con aquellos sujetos pertenecientes al grupo DMSO-AA, en donde el 100%

presentd cariorrexis de forma leve o moderada. Al comparar el grupo I/R SHAM vs I/R
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DMSO-AA, se observé que en aquellos sujetos perteneciente al grupo SHAM un 40%
no presentaba cariorrexis, algo no visto en el grupo DMSO-AA. El grupo menos

afectado en esta ocasion fue el perteneciente al DMSO. (Gréafico N°15)
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Nucleos Hipercromaticos

Esta variable present6 un valor p de 0.0007 por Kruskall-Wallis, encontrdndose valores
significativos entre tres grupos, los cuales correspondieron a I/R SSN vs I/R DMSO, y
I/R DMSO vs I/R DMSO-AA. Observandose que un 30% de los sujetos a los que se les
administr6 SSN  no habian presentado nucleos hipercromaticos, comparado con
aquellos sujetos en donde se utilizo DMSO, en quienes un 90% no presentaba ndcleos

hipercrométicos. Al comparar el grupo I/R DMSO vs I/R DMSO-AA, se observo que en
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aquellos sujetos donde se utilizé acido ascérbico y DMSO el 100% habia presentado
dafio leve, mientras que aquellos en los que solo se utiliz6 DMSO el porcentaje afectado

era de un 10%. (Gréfico N°16)
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Esta variable present6 un valor p de 0.0015 por Kruskall-Wallis, encontrdndose valores
significativos entre tres grupos, los cuales correspondieron a I/R SSN vs I/R DMSO, y
I/R DMSO vs I/R DMSO-AA. Observandose que en un 50% de los sujetos a los que se
les administr6 DMSO no habian presentado cari6lisis, comparado con aquellos sujetos
en donde se utilizd6 SSN, en quienes un 100% presentd cariolisis de forma leve
moderada. Al comparar el grupo I/R DMSO vs I/R DMSO-AA, se observo que en
aquellos sujetos donde se utilizd &cido ascérbico y DMSO el 80% habia presentado

dafio moderado y el 20% de forma leve, mientras que aquellos en los que solo se utilizd
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DMSO el porcentaje afectado era de un 50% en forma leve y el 50% restante no

presentaba cariolisis. (Gréfico N°17)
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Esta variable present6 un valor p equivalente a 0.2034 por Kruskall-Wallis, al utilizar el

test de Dunn, se observé que ninguno de los grupos presentd resultados significativos

entre si. (Gréfico N°18)
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Discusion

Los rifiones son drganos complejos que realizan numerosas funciones, permitiendo
mantener la homeostasis del cuerpo humano', pero cuya funcionabilidad depende de
la perfusion sanguinea, la cual puede verse afectada por distintas entidades clinicas:
como el sindrome de isquemia-reperfusion en donde el rifion es sometido
temporalmente a la falta de flujo sanguineo, ocasionando un dafio que lleva al fracaso
de su funcion excretora, con una consecuente acumulacion de desechos nitrogenados y
alteraciones hidroelectroliticas que conllevan al fallo renal agudo (FRA)". Que a pesar
de los nuevos conceptos sobre éste y los avances en su manejo, continua teniendo una
mortalidad de un 50% a 80% en pacientes ingresados en Unidades de Cuidados

Intensivos®.

Segun Romanque Yy cols, durante el fendmeno I/R, existen cambios metabdlicos,
morfologicos y funcionales producidos por alteraciones de los niveles de ATP,
alteraciones de la membrana celular incrementando la permeabilidad de entrada de
calcio, sodio y agua a la célula, generacion de radicales libres, acumulacion de
mediadores inflamatorios, redistribucién de los componentes del citoesqueleto,etc.
Todos estos cambios observables en mayor o menor extension en funcion de la

severidad y duracién del proceso de isquemia?".

En la actualidad, el criterio mas utilizado para definir la FRA corresponde a un

incremento en el nivel basal de la creatinina sérica, por lo menos de O.5mg/dI15’2°,

y
dentro de la funcion renal, la creatinina resulta un excelente marcador del dafio renal en
las primeras 72 horas, como fue demostrado por O'Donell y cols, quienes en estudios

realizados en ratones sometidos a procesos de isquemia y reperfusion, midieron los
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niveles de depuracién de insulina comparandolos con los niveles de creatinina
plasméatica, mostrando como la creatinina podia ser un indicador temprano de
disfuncion renal post isquémica®. Lo que se demuestra en el grupo control con una
tendencia general al incremento de los valores plasméticos sobre los otros grupos,
sometidos igualmente al proceso de isquemia por 30 minutos, confirmando el deterioro
de la funcién renal y la presencia de una falla renal en dichas unidades experimentales.

(Tabla N°1)

La investigacion de sustancias con efectos protectores, o neutralizadores de radicales
libres que disminuyan el dafio renal post isquemia, constituye un paso mas para el
establecimiento de alternativas terapéuticas en pacientes que presentan dafio isquémico,
y el conocer més acerca de sus efectos antioxidantes, resulta Gtil por la importancia de

los radicales libres en la fisiopatologia de la I/R.2

En estudios anteriores, en donde Hoyos y cols, establecieron modelos utilizando DMSO
como sustancia protectora durante episodios de isquemia y reperfusion. En este modelo
se observd cambios histologicos mas severos en unidades experimentales sometidas a
tiempos prolongados de isquemia que no utilizaron DMSO. En aquellas unidades
experimentales con tiempos prolongados de isquemia, la administracién endovenosa de
DMSO mostraba caracteristicas profilacticas en los parametros histopatolégicos.* Este
mismo fendmeno se presenta en este estudio en cuyas unidades experimentales tratadas
con el DMSO, presentaron menor dafio histico comparéndolas con el grupo control.

(Gréfico N°4).

El 4cido ascorbico, un antioxidante con agentes reductores, capaces de neutralizar el
poder oxidativo de los RLO, el cual utilizado en modelos de ratas disminuy6 la

actividad del PAF y cuya histologia presentd menos dafio a nivel intersticial,
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presentando menos hemorragia, necrosis y edema en comparacion al grupo que no
recibi6 el antioxidante.*® Este efecto protector se demostré nuevamente en este estudio,
al ser utilizado junto al DMSO, potencializando su efecto, disminuyendo los dafios
histoldgicos sobre el grupo control, en donde los pardmetros de necrosis tales como
vacuolizacién, edema celular y dilatacion tubular® fueron predominantes. (Ver Grafico

N° 4 y Patologia descriptiva)

Histopatologia

Como complemento a las pruebas quimicas, se realizd una evaluacién histopatoldgica a
los rifiones, puesto que la caracterizacion morfologica celular por microscopia sigue
siendo el gold estandar para la identificacion de los procesos apoptosicos y necréticos, a

pesar de la existencia de métodos cuantitativos méas novedosos®.

Estos resultados reflejaron los efectos nocivos creados por la isquemia y la reperfusion
sanguinea, en donde la falla de los mecanismos antioxidantes y otros procesos
moleculares llevan hacia una lesion tubular ocasionando cambios progresivos que se
manifiestan como una Necrosis tubular aguda.20 Fenémenos, como vacuolizacion,
dilatacion tubular, formacion de cilindros hialinos, pérdida focal de células del epitelio
tubular proximal con falta de continuidad del mismo,®® son cambios necroticos
observados predominantemente en el grupo control con un 59%, sobre los otros grupos

en el que se utilizaron antioxidantes, (Grupo DMSO-AA 51% y Grupo DMSO 33%).
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Un fendmeno observado en la Necrosis Tubular Aguda, es la formacion de cilindros
hialinos intratubulares, causado por el desprendimiento de células epiteliales que se
unen entre si. Esta alteracion del citoesqueleto juega un papel importante en la
obstruccion al flujo tubular y en el escape tubular del mismo, lo que contribuye
poderosamente a la disminucion al filtrado glomerular en la fase inicial de la FRA y a
pesar que su repercusion funcional no esta totalmente aclarada es probable que la
obstruccion generada, ocasione alteraciones hemodinamicas renales®” 869707172
Fendmeno que est ausente en un 90% en el grupo que utiliza DMSO-AA, comparado
al grupo control en el cual se observa la presencia de cilindros hialinos de un 80%
(Gréfico N° 11). Lo que explicaria la funcion protectora de ambos antioxidantes, el
DMSO como scavenger de RLO y el acido ascdrbico como scavenger y antioxidante en
medios acuosos, en la prevencion del deterioro de la filtracion glomerular y por ende en
la funcidn renal. Este fendbmeno de igual manera fue observado en el estudio realizado
por Lee y col, donde se realiz6 auto-trasplantes renales en 8 caninos, a quienes
posteriormente se les coloco 100mg/kg de &cido ascérbico, realizando una nefrectomia
21 dias posterior a la intervencion, obteniendo resultados histoldgicos que demostraban
una menor presencia de cilindros intratubulares, células inflamatorias y alteraciones

tubulares, en el grupo que habia utilizado acido ascérbico sobre aquel manejado con

liquidos endovenosos.*

Durante el periodo de isquemia, existe una disfuncion retrograda del filtrado glomerular
que lleva a un edema celular provocando cambios tubulares, estds junto a otras
alteraciones como destrucciéon de la membrana basal, dilatacion tubular, cariorrexis y
presencia de polimorfonucleares evidencian la presencia de una FRA™. En los 40

rifones estudiados, todos evidenciaban la presencia de dichos cambios, pero la
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diferencia de severidad entre cada grupo era notable al compararse entre si. En el grupo
SSN, el 40% mostraba edema severo y 20% presentaba cariorrexis severa, mientras que
en los grupos DMSO Y DMSO-AA, el edema correspondia a un 0% y 10%
respectivamente y la carriorexis a 0% para ambos grupos. Mostrando nuevamente la
superioridad de la utilizacion de agentes antioxidantes en la mitigacion de dafio
histopatolégico renal. (Grafico N°6 y 15) Hallazgos que concuerdan, con otros estudios
realizados como el de Liu y col, quienes utilizaron el &cido ascorbico como una
sustancia de precondicionamiento al proceso de isquemia y reperfusion en un grupo de
conejos, obteniendo una menor dilatacion tubular, adelgazamiento de las células
epiteliales y separacion de membrana celular, en aquellos que usaron el antioxidante

sobre el grupo control.”™

Al examinar la presencia de leucocitos en las muestras renales, llama la atencién, que el
80% del grupo DMSO-AA no presentd dichos componentes celulares, semejandose al
grupo Sham, pero superando al grupo DMSO y grupo SSN quienes presentaron
leucocitos en un 80% y 40% respectivamente. Lo que plantearia la interrogante si el
efecto del DMSO se veria potenciando por el uso de &cido ascorbico, en la reduccion de
la expresion de productos proinflamatorios y por ende disminuir el estado

proinflamatorio que se genera en los procesos de I/R.>* ™ " (Gréfico N° 13)

Creatinina sérica

Basandose en la clasificacion mundialmente aceptada de RIFLE, podemos establecer

que las creatininas plasméticas obtenida en el grupo I/R DMSO-AA, presentaron menor
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elevacion que los otros grupos. Clasificando s6lo un 10% del total de las unidades
experimentales dentro de la categoria Injury, dejando al 90% restante, fuera de los
criterios de RIFLE. Observando en los grupos SSN, DMSO, SHAM, un promedio de
incrementos de 2.92, 2.48 y 1.79 respectivamente. Colocando al 10% del grupo de SSN
en Failure, al 100% del grupo DMSO en Risk y al 20% del grupo Sham en Injury. La
superioridad de la combinacion de ambos antioxidantes es significante, cuando
establecemos que en escenarios clinicos, estas creatininas no predicen el destino de la
funcionabilidad renal, sin embargo muestran una tendencia de ella. Otros estudios
apoyan las ventajas del uso del acido ascorbico, como el realizado por Loong y cols,
donde el utilizar 4cido ascorbico en una dieta por 3 meses en pacientes con falla renal
presentando una disminucion de la creatinina en un 20%.>* Estudios, realizado por
Korkmaz y cols, quienes investigaron el efecto del &cido ascorbico, en un modelo
isquemia-reperfusion en ratas, colocando dicho antioxidante una hora previa a la
realizacién de la isquemia. Al realizar la medicion de los parametros bioquimicos
posterior a la reperfusion, los resultados demostraron un notable incremento de la
creatinina, nitrégeno ureico y lactato deshidrogenasa, a excepcion del grupo que utiliz6
acido ascorbico en donde se observo una mejoria en los valores de los parametros

bioguimicos y menores alteraciones histopatoldgicas.®

Es importante hacer notar los efectos beneficiosos del tratamiento combinado de un
doble antioxidante en el presente modelo de isquemia reperfusion renal, sobre todo en el
aspecto de evaluacion bioquimica, donde la utilizacion de ambos, repercute en un
incremento minimo de la Creatinina, colocandola en los porcentajes méas bajos de la
clasificacion sistemética del sindrome de falla renal y por ende en prondstico méas

favorable. De igual manera los hallazgos histopatolégicos sugieren que la presencia de
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DMSO y AA, continta siendo una opcion terapéutica superior sobre el uso de liquidos,
ofreciendo un grado de menor intensidad en los cambios esperados y observados en la
FRA de origen isquémica. En la actualidad, los tratamientos convencionales de dicha
patologia, se han enfocado en el manejo sistémico de las alteraciones hemodinamicas,
asi como el control de las alteraciones hidroelectroliticos, pero no se contempla el uso
de medicamentos que se enfoquen en el rifion y en reducir su deterioro, por lo que
mientras en el transcurso del tiempo en el que no se restablece la perfusion sistémica,
éste sigue expuesto a los radicales libres de oxigeno y mecanismos proinflamatorios. Es
aqui donde el uso ya sea s6lo de DMSO o combinado con Acido ascorbico, juega un rol
decisivo, ya que su administracion previa a la reperfusion sanguinea, ha mostrado
resultados que permitan considerarlo como una alternativa terapéutica en la prevencion

secundaria de la Falla renal aguda.

Los resultados histolégicos son concluyentes, mostrando cambios en la integridad
tubular y glomerular semejante a los obtenidos por otros autores****’*">¢ Todos los
grupos presentan cambios propios del proceso de isquemia-reperfusion, pero de igual
manera se pueden observar el efecto de las sustancias antioxidantes sobre la proteccion
de células epiteliales, mitigando o retrasando el proceso de destruccion celular,
colaborando en la busqueda de un tratamiento del dafio renal secundario al fenémeno de

isquemia-repérfusion.

El caminé esta preparado, pero se requiere de muchos més estudios que demuestren sus
beneficios en procesos mas complejos como trasplantes renales, y esto se lograra solo
conociendo mas acerca de los mecanismos de accién, interacciones entre si, dosis
ideales y efectos adversos, de tal manera puedan ser utilizados para el beneficio y

preservacion de los seres humanos.
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Conclusiones

» El modelo experimental creado logra simular el escenario fisiopatolégico de un

evento de isquemia-reperfusion renal.

> Se observaron caracteristicas histopatologicos compatibles con el sindrome

isquemia-reperfusion y un aumento de la creatinina sérica posterior al evento.

» La combinacion DMSO-AA, presenta menores incrementos en los valores de la

creatinina que los demés grupos.

» El uso combinado DMSO-AA durante el sindrome de isquemia reperfusion

parece disminuir el dafio renal desde el punto de vista histopatoldgico.

» El uso de DMSO-AA logra reducir el nimero de unidades experimentales que

puedan ser clasificada dentro de las categorias RIFLE,

> El grupo manejado con DMSO sometido al evento isquemia y posterior

reperfusion a los 30 minutos, presentd menor dafio renal histopatolégicamente.

> El dafio renal observado presento una distribucion generalizada en todos los

grupos, tanto en la corteza renal, tabulos proximales, distales y pelvis renal.

> Los resultados obtenidos permiten identificar la superioridad del uso de

antioxidantes versus el manejo convencional con liquidos endovenosos.

» Los dafos histopatoldgicos encontrados en el grupo DMSO-AA son moderados,

en comparacion con el grado de severidad que presenta el grupo SSN.
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Recomendaciones

> Mejorar el modelo experimental para futuros estudios, teniendo en cuenta un
mejor monitoreo del gasto urinario y optimizando la administracion de liquidos

endovenosos.

> Realizar estudios que evallen el uso de &cido ascérbico como agente Unico en el

fendmeno isquemia.-reperfusion.

> Realizar estudios que evaluén la sobrevida de las unidades experimentales en

periodos de 24 a 72 horas.

> Realizar estudios que evallen mayor cantidad de pardmetros bioquimicos,

relacionandolo con los dafios histopatoldgicos.

» Futuros estudios bajo este mismo tema, se enfoquen en las variables
independientes en las que el DMSO- 4cido ascorbico, haya mostrado un mayor

beneficio.

» Demostrar la actividad enzimética desencadenada en el modelo y como la

actividad antioxidante repercute en la minorizacion del dafio tisular

» Utilizar técnicas de inmunohistoquimica para evaluar el modelo.
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Cronograma

Cronograma de actividades

Mes

Actividad

Abril

Mayo

Junio

Entrega de protocolo al
comité de tesis.

Entrega de solicitud de
asesor.

Resolucion de comité de
tesis.

Modificaciones de
protocolo

Actividades de gestion de
insumos.

Adquisicion de insumos.

Realizacion de prueba
piloto.

Realizacion de
experimentos.

Julio

Agosto

Septiembre

Octubre

Noviembre

Diciembre

Obtencion de resultados.

Tabulacién de resultados.

Analisis de resultados.

Redaccion de tesis

Entrega de tesis.

Defensa de tesis.




Presupuesto

Material Cantidad Precio Unitario Total

Conejos machos 41 $10.60 $434

Nueva Zelanda
Ketamina 15 $22.62 $339.3
Acepromacina 1 $16.5 $16.5

Dimetilsulféxido 10 $6.09 $60.9

Acido Ascorbico 7 $5.29 $37.03

Solucion Salina 40 $0.67 $27.12

Normal 0.9%

Insumos médicos Variable $300 $300
Pruebas de 120 tiras $1.5 /tira $180
laboratorio

Patélogo 60 cortes $5 $300
Gastos de 31 conejos $5 $155
alimentacion y
transporte
Papeleria Variable $50 $50
Imprevistos Variable 20% $400
Total $2299.85
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