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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde su introduccion al arsenal terapéutico en 1944, los aminoglucésidos se han caracterizado por
ser un grupo de antibiéticos ampliamente utilizados alrededor del mundo para el manejo de
infecciones por bacterias gran negativas(1).Su estructura cationica, la cual depende del nimero de
grupos amino en su estructura, juega un papel importante dentro de su toxicidad, afectando

principalmente al rifién y al oido.

De todos los pacientes que se someten a tratamiento con aminoglucésidos un aproximado de 10 a
25% pueden llegar a presentar dafio renal (1). A pesar de esto, siguen constituyendo uno de los grupos
de antibidticos mas usados, debido a su espectro, rapido efecto bactericida, estabilidad quimica, y bajo
costo, caracteristica que resulta importante en sistemas de salud de paises en vias de desarrollo como
El Salvador.

La multiplicidad de conceptos referentes al dafio renal agudo, dio paso al consenso promovido por la
Iniciativa de Calidad de Dialisis Aguda (ADQI), en donde se propuso la estatificacion del dafio

mediante el uso del acronimo RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss, End Stage Kidney Disease).

Dentro de los mecanismos fisiopatoldgicos del dafio renal por AMG, se ha comprobado que estos
aumentan la produccion de radicales libres de oxigeno, los cuales inducen dafio en las estructuras
celulares, llevando como consecuencia final, la muerte de la célula; ademas de inducir contraccion

vascular y mesangial y contribuir al proceso inflamatorio.(2)

Es importante establecer entonces: La aplicacion de un antioxidante como el acido ascorbico,

¢Reducira el dafio renal generado por gentamicina?
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DELIMITACION DEL PROBLEMA.

El estudio plantea la posibilidad del uso terapéutico del acido ascérbico como antioxidante en un
modelo de dafio renal inducido por gentamicina en conejos, debido a los radicales libres de oxigeno

que juegan un papel importante dentro de la fisiopatologia del dafio renal por aminoglicosidos.

Las unidades experimentales seran conejos machos de raza Nueva Zelanda con peso entre 1.5+0.5 kg,
a los cuales se les inducird dafo renal con gentamicina a dosis de 80 mg/kg/dia, via .M.,
concomitantemente se les administrara acido ascérbico a dosis de 200 mg/kg/dia via intraperitoneal.
Se medira el gasto urinario de cada conejo diariamente. Posteriormente, seran cuantificadas los
siguientes biomarcadores: creatinina serica y NAG (N-acetil-B-D glucosaminidasa) en orina, al 1° dia,
3° dia y 5° dia de la fase experimental. Finalmente se realizardn nefrectomias para el analisis

histopatoldgico de cada rifion.

La fase experimental sera realizada en los laboratorios pertenecientes a la Escuela de Medicina de la

Facultad de Ciencias de la Salud Dr. Luis Edmundo Véasquez, ubicados en el Campus I.
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JUSTIFICACION

La Falla Renal Aguda constituye un sindrome en el que se evidencia la caida rapida de la funcién
renal. Dicho sindrome se hace presente en un porcentaje que oscila entre el 1% y el 25% del total de
los pacientes hospitalizados. La mortalidad asociada a pacientes en unidades de cuidados intensivos es

variada segun los estudios y comprende cifras porcentuales entre el 28% y el 90%.

Una de las principales causas de dafio renal agudo es la administracion de medicamentos,
principalmente en el &mbito intrahospitalario. Dentro de los farmacos mas utilizados se encuentran los
antibioticos y entre ellos los AMG, quienes forman parte fundamental en el tratamiento de infecciones

por bacterias Gram negativas.

Dentro de los mecanismos de nefrotoxicidad por AMG se encuentran:

e Muerte de las células tubulares.
« Alteraciones subletales en la reabsorcion tubular.
o Dafio glomerular.

o Stress oxidativo (Rol de los radicales libres de oxigeno).(3)

El papel de los radicales libres de oxigeno en el dafio renal generado por aminoglicosidos esta bien

determinado y estudiado, ante esta situacion se plantea la utilizacién del acido ascérbico que mediante
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sus propiedades antioxidantes, podria utilizarse como agente aminorador de la lesién en un modelo

animal de nefrotoxicidad inducida por gentamicina en conejos. (4)

Este modelo estara constituido por tres grupos de 8 conejos cada uno, dividiéndose en grupo control de
falla renal por gentamicina, grupo SHAM (de cambios ficticios) y grupo experimental de acido
ascorbico. Las variables a medir y a evaluar entre cada grupo seran Creatinina sérica, gasto urinario,
N-acetilglucosaminidasa en orina y dafio histopatoldgico. Las determinaciones de Creatinina sérica
seran valoradas mediante los criterios de RIFLE para fallo renal agudo.

17
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto nefroprotector del &cido ascorbico en un modelo animal de dafio renal
inducido por gentamicina, mediante la evaluacion enzimética de N-acetil glucosaminidasa (NAG),
clasificacion de RIFLE y hallazgos histopatolégicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar un modelo de dafio renal en inducido por gentamicina.

o Evaluar el efecto protector del acido ascorbico en el dafio renal agudo causado por gentamicina

mediante la evaluacion de parametros bioquimicos.

» Evaluar el efecto protector del acido ascorbico en el dafio renal agudo causado por gentamicina

mediante la evaluacion del gasto urinario.

« Evaluar el efecto protector del acido ascorbico en el dafio renal agudo causado por gentamicina

mediante la evaluacion de parametros enzimaticos: NAG (N-Acetil-8-D glucosaminidasa).

« Identificar los cambios histopatoldgicos en la lesion renal por gentamicina.
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MARCO TEORICO

Anatomia Renal Normal

Los dos rifiones estan situados en la pared posterior del abdomen, por fuera de la cavidad peritoneal.

En un ser humano adulto, cada rifion pesa unos 150 g. la cara interna de cada rifidn tiene una region en

forma de muesca, llamada hilio, a través del cual pasan la arteria y la vena renal, los linfaticos, los

nervios y el uréter. Si se practica un corte de los rifiones de arriba abajo, las dos regiones principales

que pueden verse son la corteza externa y la regién interna llamada medula. La medula esta dividida

en numerosas masas de tejido de forma cénica llamadas piramides renales. La base de cada piramide

nace en el limite entre la corteza y la medula y termina en la papila que penetra en el espacio de la

pelvis renal, una prolongacion de la parte superior del uréter que tiene forma de embudo. El borde

externo de la pelvis se divide en pequefas bolsitas de extremos abiertos Ilamadas calices mayores, las

cuales se extienden por abajo y se dividen en los calices menores, que recogen la orina de los tubulos

de cada papila. Las paredes de los calices, la pelvis y el uréter tienen elementos contractiles que

propulsan la orina hacia la vejiga, donde la orina se almacena hasta que se vacia con la miccion.
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Corteza
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llustracion 1. Anatomia Renal.

Tomado de: Atlas de Anatomia Humana. Netter.

Desde el punto de vista de las enfermedades renales, el rifidn puede dividirse en cuatro componentes:

vasos sanguineos, glomérulos, tabulos e intersticio(5).

Vasos Sanguineos.

Los rifiones son ricamente vascularizados, y aunque solo representan el 0.5% del peso corporal total,
reciben aproximadamente el 25% del gasto cardiaco, en donde, la corteza recibe aproximadamente el

90% de la irrigacion renal(5).
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La arteria renal entra en el rifion a través del hilio, y luego, se ramifica sucesivamente para formar las
arterias interlobulares, las arterias arciformes, las arterias interlobulillares (llamadas también
arterias radiales) y las arteriolas aferentes, que dan lugar a los capilares glomerulares, donde se filtra
gran cantidad de liquido y de solutos (excepto las proteinas del plasma) para empezar a formar la
orina. 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 tubulos renales. Las arteriolas eferentes de las nefronas superficiales forman una rica red vascular
que rodea a los tubulos corticales, mientras que mas profundamente los glomérulos yuxtamedulares
dan lugar a los vasa recta, que descienden directamente para irrigar las zonas interna y externa de la
medula. Después los vasa recta arteriales descendentes forman varias asas en la parte méas interna de la

medula y ascienden como vasa recta venosa.

Ajustando las 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, o de una y otra, para responder a las

demandas homeostaticas del organismo(6).

Glomérulos.

Los glomérulos estan formados por una red anastomosada de capilares revestidos por un endotelio
fenestrado dotado de dos envolturas epiteliales. El epitelio visceral se incorpora a la pared capilar y se
convierte en parte intrinseca de la misma, quedando separado de las células endoteliales por una
membrana basal. El epitelio parietal, situado en la capsula de Bowman, reviste el espacio urinario,

cavidad donde se recoge inicialmente el filtrado del plasma.
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La pared de los capilares glomerulares es la membrana que actia como filtro y consta de las siguientes

estructuras:
o Células endoteliales fenestradas.
e Membrana basal glomerular.

e Células epiteliales viscerales (podocitos)

e Células mesangiales.

Tubulos.

La estructura de las células epiteliales de los tabulos renales varia considerablemente segun los

distintos segmentos de la nefrona y, hasta cierto punto, guarda relacién con su funcién.

El aparato yuxtaglomerular esta intimamente adosado al glomérulo en el punto por donde penetra la
arterial aferente. El aparato yuxtaglomerular consta de: células yuxtaglomerulares, macula densa y las
células lacis o no granulosas. Este aparato es un érgano endocrino en miniatura, siendo las células

yuxtaglomerulares la principal fuente de produccion de renina por el rifidn.

Intersticio.

En la corteza normal, el espacio intersticial es compacto, y esta ocupado por los capilares peritubulares
fenestrados y un pequefio nimero de células parecidas a los fibroblastos. Cualquier aumento evidente
del intersticio cortical suele ser anormal; este aumento puede deberse a edema o infiltracion por

células de la inflamacion aguda, como en las enfermedades intersticiales agudas, o puede ser causado
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por el acumulo de células de la inflamacion croénica y tejido fibroso, como en las enfermedades

intersticiales croénicas.

Fisiologia renal.

La nefrona: la unidad funcional del rifion.

En el ser humano, cada rifién estad formado por un millon de nefronas, aproximadamente; todas ellas
son capaces de formar orina. El rifion no puede regenerar nefronas nuevas; por lo tanto, las lesiones o
las enfermedades renales, o el envejecimiento normal, producen una pérdida progresiva del numero

de nefronas.
Cada nefrona contiene:

1. Un penacho de capilares glomerulares, denominado glomérulo, a través del cual se filtran

grandes cantidades de liquido de la sangre.

2. Un largo tabulo en el que el liquido filtrado se convierte en orina en su recorrido hacia la pelvis

renal.

Los capilares glomerulares estan 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 y, luego, por el tibulo proximal, que se encuentra en la corteza
del rifién. Desde el tubulo proximal el liquido fluye al interior del asa de Henle que se hunde en la
medula renal. Cada asa esta 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, por eso se les

Ilama segmento delgado del asa de Henle. Después de que la rama ascendente del asa haya retrocedido
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parcialmente hacia la corteza, sus paredes se vuelven tan gruesas como las del resto del sistema tubular

y por eso se llama 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. Pasada la macula densa, el liquido atraviesa el tubulo
distal que, al igual que el tubulo proximal, se encuentra en la corteza renal. El tubulo distal va seguido
del tubulo de conexidn y del tdbulo colector cortical, que termina en el conducto colector cortical. Las
partes iniciales de 8 ¢ 10 conductos colectores corticales se juntan para formar un solo conducto
colector més grande que discurre hacia abajo, penetra en la medula y se convierte en el conducto
colector medular. Los conductos colectores confluyen para formar conductos cada vez mayores que,
finalmente, vacian su contenido en la pelvis renal en la punta de las papilas renales. En cada rifion hay
unos 250 conductos colectores muy grandes, cada uno de los cuales recoge la orina de unas 4000

nefronas(6).

Filtracion glomerular.

La formacion de la orina comienza con la filtracién de grandes cantidades de liquido a través de los
capilares glomerulares a la capsula de Bowman. El filtrado glomerular carece practicamente de
proteinas y de elementos celulares, incluidos los hematies. La concentracion de otros constituyentes
del filtrado glomerular, como la mayoria de las sales y las moléculas organicas, es semejante a las
concentraciones del plasma. En el adulto normal, la tasa de filtracion glomerular (TFG) es, en
promedio, de 125 mL/min, o sea, unos 180 L/dia, esto significa que el plasma puede ser filtrado y

procesado unas 60 veces cada dia(6).
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Reabsorcion y secrecidn.

Cuando el filtrado glomerular pasa por los tabulos renales, atraviesa sucesivamente las distintas partes
del mismo: el tubulo proximal, el asa de Henle, el tabulo distal, el tabulo colector y, finalmente, el
conducto colector, antes de ser excretado como orina. A lo largo de este recorrido, algunas sustancias
se reabsorben selectivamente en los tlbulos, volviendo a la sangre, mientras que otras son secretadas
desde la sangre a la luz tubular. Finalmente, la orina ya formada y todas las sustancias que contiene,
representan la suma de los tres procesos basicos que se producen en el rifion: la filtracion glomerular,

la reabsorcion tubular y la secrecion tubular, del modo siguiente:

Excrecion urinaria = Filtracion glomerular — Reabsorcion tubular + Secrecion tubular.

Reabsorcion y secrecion a lo largo de las distintas porciones de la nefrona.

Reabsorcién tubular proximal.

Las células epiteliales del tdbulo proximal gozan de intensa actividad metabdlica y tienen gran
namero de mitocondrias que sostienen sus extensos procesos de transporte activo. Ademas, las células
tubulares tienen un extenso borde en cepillo en el lado de la luz de la membrana, asi como un amplio
laberinto de conductos intracelulares y basales, elementos todos que proporcionan una extensa area
superficial a la membrana de los lados luminal y basolateral del epitelio que permite el transporte
rapido de los iones sodio y de otras sustancias. En la primera mitad de tabulo proximal, el sodio se
reabsorbe por cotransporte junto con la glucosa, los aminoacidos y otros solutos. Pero en la segunda
mitad del tdbulo proximal queda poca glucosa y aminoacidos para reabsorberse, y por eso aqui el
sodio se reabsorbe sobre todo junto con los iones cloruro. En la segunda mitad del tubulo proximal, la
mayor concentracion de cloruro favorece la difusion de este ion desde la luz del tabulo a través de

uniones intercelulares, y al liquido intersticial renal(6).
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Secrecién por el tibulo proximal.

El tibulo proximal es también un sitio importante para la secrecion de &cidos y bases organicas, tales
como las sales biliares, oxalato, urato y catecolaminas. Las secrecion de estas sustancias en el tubulo
proximal mas la filtracion al tubulo proximal por los capilares glomerulares y la ausencia casi total de
reabsorcién por los tabulos, contribuyen, todos ellos conjuntamente, a su répida excreciéon por la

orina(6).

Transporte de agua v solutos por el asa de Henle.

El asa de Henle esta formada por tres porciones funcionalmente distintas: la porcién descendente
delgada, la porcién ascendente delgada y la porcion ascendente gruesa. La porcion descendente
delgada y ascendente delgada, tienen membranas epiteliales finas sin borde en cepillo, con pocas
mitocondrias y grados minimos de actividad metabdlica. La parte descendente de la porcion delgada es
muy permeable al agua y moderadamente permeable a la mayoria de solutos, incluidos la urea y el

sodio.

La porcion gruesa del asa de Henle, tiene gruesas células epiteliales dotadas de gran actividad
metabolica y capaces de reabsorber activamente sodio, cloruro y potasio. Alrededor del 25% de las
cargas filtradas de sodio, cloruro y potasio se reabsorben en el asa de Henle, haciéndolo en su mayor
parte en la porcion ascendente gruesa del asa. También se reabsorben cantidades considerables de

otros iones, como calcio, bicarbonato y magnesio(6).
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Tubulo distal.

Esta porcion, reabsorbe con avidez la mayoria de iones, como el sodio, potasio y cloruro, pero es
practicamente impermeable al agua y la urea. Por esta razon, se la denomina porcién diluyente porque

también diluye el liquido tubular(6).

Ultima porcion del tdbulo distal y tubulo colector cortical.

1. Las membranas tubulares de ambas porciones son impermeables casi por completo a la urea.

2. Reabsorben iones sodio y la tasa de reabsorcion esta controlada por hormonas, especialmente
por aldosterona. Al mismo tiempo, secretan iones potasio procedentes de la sangre de los
capilares peritubulares y los vierten en la luz tubular, proceso que también esta controlado por
la aldosterona y por otros factores, como la concentracion de iones potasio en los liquidos

corporales.

3. Las células intercaladas de estas porciones de la nefrona secretan intensamente iones hidrogeno
gracias al mecanismo activo de la ATPasa de hidrogeno. Esto juega un papel esencial en la

regulacion acido bésica de los liquidos corporales.

4. La permeabilidad al agua de estas porciones de la nefrona esta controlada por la concentracion
de la hormona antidiurética ADH. Cuando existen niveles elevados de ADH, estas porciones
del tibulo son permeables al agua, pero si no hay ADH, son practicamente impermeables al
agua. Este rasgo especial constituye un importante mecanismo de control del grado de dilucion

o de concentracion de la orina(6).
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Conducto colector medular.

Las caracteristicas especiales de esta porcion del tbulo son las siguientes(6):
1. Su permeabilidad para el agua esta controlada por la concentracién de ADH.

2. Es permeable a la urea, por tanto, parte de la urea tubular se reabsorbe y pasa al intersticio
medular, ayudando a elevar la osmolalidad de esta region del los rifiones y contribuyendo a la

capacidad global de los rifiones para formar una orina concentrada.

3. Es capaz de secretar iones hidrogeno contra un elevado gradiente de concentracion.
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llustracion 2. La nefrona
Tomado de: American Society of Health-System Pharmacists.

http://www1.shore.net/~straub/labsk nephron.htm
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Injuria renal aguda.

La injuria renal aguda (AKI) es un sindrome clinico caracterizado por disminucion répida de la
funcién renal, que provoca incapacidad para la excrecién de compuestos nitrogenados, asi como el
mantenimiento del balance hidroelectrolitico, y el equilibrio &cido-base. Generalmente ésta suele ser
reversible. La Acute Dialisis Quality Initiative (Iniciativa de calidad de dialisis aguda - ADQI por sus
siglas en inglés), conformada por intensivistas y nefrélogos, publicaron una definicién de AKI, en
lugar del concepto de fallo renal agudo (FRA), para el cual no habia un consenso de definicién por la
vasta cantidad de informacion que comprende. La ADQI propuso el acronimo conocido como RIFLE
(Risk, Injury, Failure, Loss, End Stage Kidney Disease)(7) para dar a conocer de manera mas detallada

las etapas de la injuria renal.

La injuria renal aguda se ha documentado en hasta 7% de pacientes hospitalizados, siendo esta una
importante causa de estancia intrahospitalaria y de mortalidad(8). En efecto, Chertow et. al
encontraron que un aumento en los niveles de creatinina sérica mayor o igual a 2.0 mg/dL se asocia

con un incremento aproximado de $34.000 en gastos hospitalarios por paciente. (9)

El término de AKI es un concepto reciente y revolucionario por ser dinamico al valorar el dafio renal,
extendiéndose desde la fase de inicio, el mantenimiento, hasta la recuperacion o etapa terminal del
mismo(7)(10). Cada fase del dafio renal tiene su propia severidad y duracion, existiendo asi diferentes
estadios del funcionamiento del filtrado renal por lo tanto, la AKI puede presentarse oligurico o no
oligurico, con o sin necrosis tubular, teniendo subitos o lentos incrementos en los niveles séricos de los

cuerpos nitrogenados(11).
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llustracion 3. Criterios de RIFLE

Tomado de: The RIFLE criteria and mortality in acute kidney injury: A systematic review. Kidney Int. 73, 538-546 (March (1)
2008)

El grafico anterior muestra una pirdmide invertida, en la cual se identifican diversas etapas de AKI,
dividiéndose en riesgo, dafio, fallo, pérdida de la funcién y etapa terminal. Al mismo tiempo la porcion
superior (etapas tempranas) se clasifica de acuerdo a criterios de filtracién renal glomerular y a
criterios de gasto urinario. Los primeros tres criterios (riesgo, injuria y falla) hacen referencia al
aumento de severidad del cuadro renal. Los Gltimos dos (pérdida de la funcion, fase terminal) tratan

acerca de las consecuencias/prondstico del sindrome. Es por esta razon que el término AKI pretende
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hacer énfasis en la reversibilidad de la injuria, previo a las fases de pérdida de funcion. (7)(11)(12).

Hoste et. al observo que de acuerdo a las definiciones de las primeras tres etapas segun la clasificacion

de RIFLE, la tasa de mortalidad aumentd en 8.8%, 11.4% y 26.3% respectivamente(13).

Los mecanismos principalmente implicados son(14):

e Injuria endotelial por alteraciones vasculares
e Efecto directo de nefrotoxinas
e Disminucion/abolicidn de la autoregulacion renal

e Formacion de mediadores pro-inflamatorios

La necrosis y apoptosis celular lleva a obstruccion de los tdbulos renales, que contribuye a la

reduccion de la tasa de filtracion glomerular (GFR). Ademas, los niveles de calcio intracelular, en

respuesta al dafio tubular, sufren un notable incremento, produciendo una cascada de sefializacion

intracelular que culmina con el feedback tubulo-glomerular (TGF), disminuyendo en mayor cantidad

la GFR(11)(15). Mediadores vasculares e inflamatorios, provocan finalmente un menor flujo

sanguineo renal, con mayor disminucion de la GFR y aumento en las especies reactivas de oxigeno

(ROS). Como consecuencia la injuria renal incrementa si no se maneja adecuadamente la causa de

instauracion.

La Injuria Renal Aguda (AKI) se clasifica segun su causa, siendo asi prerrenal, por hipoperfusion

renal, y que se acompafa a su vez por retencion de cuerpos nitrogenados (azoemia); renal, por causas
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que afectan directamente al parénquima renal y consecuentemente la funcion de filtrado e intercambio

ionico y molecular; y postrenal, por patologias obstructivas del tracto urinario.(15)(16).

El sindrome prerrenal suele ser la causa mas comin de AKI que suele presentarse en diversas

situaciones, tales como hipovolemia, disminucién de la funcion cardiaca, vasodilatacion generalizada

0 vasodilatacién intrarrenal, hemorragias, quemaduras. Sin embargo existen otras causas de

importancia para provocar AKI como la afeccidn por toxinas, endégenas y exdgenas, y entre ellas los

antibioticos.

Tabla 1. Niveles de afeccion y causas de dafio renal

Nivel de afeccion

Causa del dario renal

Afeccion de vasos renales
glomerulares y de microvasculatura

Afeccion de los tiibulos renales

Afeccion del intersticio tubular

Arteriales. Trombosis,
arterioembolismos, vasculitis.

Venosos. Trombosis, compresién.
Inflamatorios. Glomerulonefritis,
vasculitis, radiacion.

Vasoespasticos. Hipertensién maligna,
toxemia del embarazo, escleroderma,
hipercalcemia, drogas, agentes de
contraste.

Hematologicos. Sindrome hemolitico
urémico, purpura ftrombocitopénica,
coagulacion vascular diseminada,
sindrome de hiperviscosidad.

Isquemia por hipoperfusion.

Toxinas exdgenas. Antibioticos,
antioncoticos, venenos.

Toxinas endogenas. Mioglobulina,
mielomas, acido urico.

Nefritis intersticial alérgica.
Infecciones.

Infiltrados. Linfomas, leucemias.

Tomado de: Clarkson M. Friedewald. Acute Kidney Injury. En Brenner and Rector’s: The Kidney, 8a Ed.,
Elsevier, 2008
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Epidemiologia.

La lesion renal aguda (IRA) es un problema clinico frecuente y devastadora con una mortalidad

hospitalaria entre 28% -90% en cuidados intensivos. La nefrotoxicidad inducida por drogas desempefia

un papel importante en la alta incidencia y prevalencia de la falla renal aguda en pacientes

tanto hospitalizados como no hospitalizados.(18)

La tasa de incidencia de la insuficiencia renal aguda (IRA) en todo el mundo no es bien conocida.

Estudios recientes en los Estados Unidos y Espafia han demostrado la incidencia que varia entre un

promedio de 23.8 casos por cada 1000 egresos con un incremento del 11% anual entre 1992 y 2001.

Més recientemente, Ali et al. Reportaron una incidencia de 1811 casos de IRA por millén de

habitantes durante el afio 2003. La diversidad de datos que se manejan en diferentes paises crea

confusidn acerca de la verdadera magnitud del problema(19).
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Marcadores bioquimicos de dafio renal.

La injuria renal aguda se presenta en una gran cantidad de pacientes en servicios hospitalarios y
cuidados intensivos. Debido a su aparicion repentina y dafio potencialmente grave, se han propuesto e
investigado una serie de pardmetros para llevar un control adecuado del estado funcional del rifion. A
estos parametros se les ha denominado marcadores de dafio renal. Existen una gran cantidad de
marcadores que pueden ser medidos a traves de su presencia en fluidos corporales, principalmente en
sangre y orina, sin embargo no todos cuentan con caracteristicas que les permitan ser de uso éptimo en
el campo. Entre estas propiedades figura: la facilidad de obtener la muestra (no invasiva), detectable
en sangre y orina, ser altamente sensible y especifico para injuria renal aguda, detectable en estadio
temprano, medible rapidamente, ser parametro de confianza para AKI, ser marcador de injuria asi
como de funcién, ser predictivo de injuria y reversibilidad, no ser afectado por otras variables
biologicas y sobre todo un precio accesible. Todos estos atributos en conjunto representarian un

marcador bioquimico ideal(20).

Marcadores séricos.

Creatinina sérica.

Constituye uno de los marcadores séricos mas utilizados de rutina. Sin embargo, se ha comprobado
que la medicion de creatinina sérica (Cr-S) no es un marcador decisivo para diagnosticar AKI por las

siguientes razones:
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1. Elevaciones de Cr-S no son especificas para AKI y requiere diferenciacion de otras causas
prerenales o extra renales de azoemia.

2. No es especifica de lesion tubular, sino que refleja la perdida de la filtracion glomerular, la cual
acomparia el desarrollo de AKI.

3. Incrementos en Cr-S son detectados posterior a los cambios en la tasa de filtracion glomerular.

4. Cr-S es un marcador pobre de la disfuncién renal, los cambios en sus concentraciones no son
sensibles, ni especificos en respuesta a ligeras alteraciones en la tasa de filtracion glomerular, y
se detectan cuando el rifién ha perdido 50% de su capacidad funcional.

5. Cambios en la concentracion de Cr-S pueden ser influenciados por otros factores, los cuales no
estan directamente relacionados con dafio renal, como la edad, sexo, masa corporal, estado

nutricional y de hidratacion(20).

NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin).

Proteina de 25-kDa ligada a la gelatinasa de los neutréfilos. Ha surgido como un marcador sensible,
especifico y altamente predictivo de AKI. Se acumula tanto a nivel sistémico como a nivel renal. Una
disminucion en la TFG, se acompafia de una disminucién de la depuracion renal de NGAL, lo cual
resulta en una acumulacion de este en sangre. Concentraciones séricas de NGAL por encima de 25 g/l

predijeron AKI en nifios(20).

Cistatina C.

Es un marcador enddgeno de la funcion renal. Es detectado en suero antes que la Cr-S. Es utilizado
tanto para diagnosticar disfuncion renal como para monitorear su progreso a AKI. La Cistatina C es

un inhibidor de proteasa de cisteina sintetizado por todas las células nucleadas. Esta es filtrada
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libremente por el glomérulo, reabsorbida completamente por las células epiteliales del tdbulo
contorneado proximal. A diferencia de la creatinina sérica, los niveles de cistatina C no son afectados
por variables tales como género, edad, raza 0 masa muscular. Las concentraciones séricas de este
biomarcador pueden detectar disfuncion renal en pacientes criticamente enfermos con AKI 24-48
horas antes que las mediciones de Cr-S. Sin embargo, cistatina C no es un marcador especifico para
AKI, ya que es un marcador inicial de una filtracion glomerular alterada, en lugar de ser marcador de

una lesion tubular(20).

Acido Urico.

Puede ser un marcador simple de AKI inminente, debido a que su concentracion se ve aumentada tanto
por un incremento en su produccion, como también por una disminucion en la filtracion glomerular. El
incremento de la filtracion glomerular del acido uUrico resulta en una super saturacion de éste en el
fluido intratubular, con su consecuente cristalizacion, que conlleva a una oclusion intra tubular y una
respuesta inflamatoria local, con infiltracion de células inflamatorias. Ademas de ser un biomarcador,
el acido urico es un indicador bioldégicamente activo de dafio a la microvasculatura renal, regula los
niveles endoteliales de oxido nitrico (ON), inhibe la proliferacion y migracion de células epiteliales,
causando apoptosis de las células endoteliales y estimulacion de los agentes pro inflamatorios:

proteina C reactiva y monocyte chemoattractant protein 1(20).

Marcadores urinarios.

Los biomarcadores para AKI medidos en orina deben de tener las siguientes caracteristicas(20):

1. Especificidad diagnostica para detectar lesiones de los tubulos renales.
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2. Detectar de manera temprana lesiones renales (antes de que ocurran elevaciones de Cr-S o

BUN).
3. Su concentracion en orina debe estar relacionada a la agudeza de la enfermedad renal.
4. Predecir el desarrollo de la enfermedad y progreso.

5. Facilitar decisiones tempranas para seleccionar el tratamiento adecuado.

A su vez, los biomarcadores se clasifican en 3 grupos(20):

1. Enzimas liberadas de las células tubulares necroticas/apoptoéticas, dafiadas o disfuncionales,

liberadas a la orina.

2. Proteinas urinarias de bajo peso molecular (<40 kDa), cuya presencia en orina indica una

reabsorcion alterada por las células del tibulo proximal

3. Proteinas producidas en el rifién en el curso de AKI.

Enzimas de origen renal.

Fosfatasa alcalina, gama-glutamil transpeptidasa y alanina aminotransferasa.

Son producidas en el borde en cepillo. El incremento en su excrecion en la orina indica dafio en la

membrana de borde en cepillo, con pérdida de las micro vellosidades(20).

Isoenzimas de glutation transferasa (GST).
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Son enzimas citoplasmaticas. GST a se forma en las células epiteliales del tibulo proximal, mientras

que GST [] proviene del tubulo distal. Un incremento en la excrecion renal de estas, puede indicar la

localizacion de la lesion(20).

N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG).

Enzima lisosomal que posee las siguientes caracteristicas:

1. Es la glucosidasa mas activa en los lisosomas de las células epiteliales de los tubulos

proximales, por lo cual constituye un marcador urinario especifico de dafio tubular.

2. Su peso molecular es relativamente alto (>130 kDa), lo cual evita que sea filtrada por el

glomérulo.
3. Enelcurso de la enfermedad renal, sus niveles permanecen elevados(20).

4. Estable a cambios de temperatura y de pH.

Consiste en diferentes isoenzimas. Las 2 isoenzimas principales estan presentes en el rifion y el

higado, la forma A acida y la B basica, respectivamente. La orina de sujetos saludables contiene una

pequefia cantidad de NAG, con una relacion de isoenzima A: isoenzima B de 4:1 a 10:1. Mientras que

en pacientes con dafio tubular e intersticial, se detecta una alteracion en esta relacion, siendo mas

elevada la isoenzima B(21)

Métodos para medir la actividad de NAG.

e Método fluorimétrico.
e Meétodo espectrofotométrico.

e Meétodo colorimétrico.
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Los valores de NAG deben de ser expresados en relacion a la concentracion sérica de creatinina(21).

La excrecidn de enzimas en la orina constituye un marcador muy sensible de dafio tubular renal, y esta

directamente relacionado a un incremento en la concentracion sérica de creatinina y a una disminucion

en la TFG. La enzimuria ocurre antes y es mas sensible que la proteinuria tubular; sin embargo,

valor predictivo de estas para AKI es relativamente bajo.

el

El uso de estas enzimas esta justificado en la fase temprana de la enfermedad, cuando el paciente

ingresa al hospital o 4 dias antes que se eleven los biomarcadores sanguineos de la funcion renal. Esto

contribuiria a identificar pacientes en riesgo de AKI, permitiendo de esta manera, un tratamiento

temprano(20).

Proteinas de bajo peso molecular.

Tabla 2. Biomarcadores de dafio renal. Proteinas de BPM

Proteina Descripcion

Proteina de 31 kDa, sintetizada en el higado, se liga a
la inmunoglobulina A en el suero. Su forma libre es
a1 microglobulina. filtrada por el glomérulo y reabsorbida en el tdbulo

proximal.
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B2 microglobulina.

RBP (retinol binding protein).

Cistatina C.

Proteina de 12 kDa, es un homologo de los antigenos
de histocompatibilidad. Se filtra libremente por el
glomérulo en la orina primaria y se ha comprobado un
incremento en su concentracion con agentes
nefrotoxicos e hipoxia secundaria a procedimientos
quirargicos (cirugias cardiacas o transplante renal).
Una de las dificultades técnicas con esta proteina es su
inestabilidad a pH <6, por lo cual se requiere que se
alcalinice la orina colectada.

Proteina de 21 kDa, cuya funcién es transportar a la
Vitamina A. Es filtrada facilmente por el glomérulo, y
reabsorbida casi completamente por los tdbulos
proximales. Una pequefia disminucion de la funcién
renal se traduce en la excrecion de esta proteina en la
orina. Una de sus ventajas sobre la 2 microglobulina

es gue es estable en pH acido.

Proteina con peso molecular de 13 kDa. Normalmente
no es secretada por los tubulos renales. Puede ser
determinada en muestras simples de orina, ya que no es
afectada por las variaciones circadianas. Se ha visto un
incremento de hasta 200 veces, cuando hay alteracion
de la funcion tubular renal. Entre sus ventajas, se
puede mencionar que puede predecir una evolucién no
favorable en pacientes con AKI y la necesidad de
terapia de reemplazo renal. (20)
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Gasto urinario.

Se define como el volumen de orina (mL) excretado por unidad de tiempo (horas). Es uno de los
parametros mas utilizados para monitorizar funcion renal, sin embargo, los cambios en este, no se

correlacionan directamente con la severidad del dafio renal.

De acuerdo al gasto urinario la falla renal aguda puede clasificarse como no oligurica (méas de 400 mL
por dia de diuresis 6 > 0.5 mL/Kg/h), oligurica (100 a 400 mL por dia 6 < 0.5 mL/Kg/h) y andrica
(menos de 100 mL por dia 6 <0.15 mL/Kg/h).

El gasto urinario puede permanecer dentro de los rangos normales (>400 mL/dia), a pesar que exista

un grado de disfuncion renal, tal como, en la falla no oligurica.

Aminoglucoésidos.

Los antibioticos pertenecientes a la familia de los aminoglucosidos han sido utilizados desde la década
de 1940, para tratar infecciones principalmente causadas por microorganismos Gram negativos. El
primero de esta familia en ser descubierto fue la Estreptomicina, proveniente del Streptomices griseus,
en un momento de ardua investigacion posterior al descubrimiento de la penicilina a finales de la
década de 1920. Su amplio espectro y eficacia han permitido que sean buenos candidatos para el

manejo de infecciones severas, sobre todo en unidades de cuidados intensivos(22).
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Su estructura quimica consiste de dos 0 mas amino-azicares (aminoglucosidos), conectados a un
anillo aminociclitol. Se trata de moléculas de amino-azlcares unidas a un alcohol ciclico hexagonal
por enlaces glucosidicos. Estos grupos amino se presentan como moléculas basicas policatidnicas.
Esta caracteristica quimica les confiere un importante efecto bioldgico, ya que los sitios que son
cargados positivamente constituyen la razén por la cual estos agentes tienen alta afinidad por el ARN
bacteriano(23).

Los aminoglucosidos son de caracter bactericida, como resultado de la inhibicion de la sintesis de
proteinas y la alteracion de la estructura de la pared celular. Al entrar al citoplasma de bacterias
sensibles, los aminoglucdsidos se unen con alta afinidad a las subunidades 30S ribosomales, las cuales
se encargan de la transcripcion de aminoéacidos, causando alteraciones significativas en la formacion
de nuevas cadenas, ademas del mantenimiento de la pared celular. Esta se vuelve fenestrada y permite
la salida de organelas y citoplasma, determinando asi la muerte celular y previniendo el crecimiento
bacteriano(24)(22).

A pesar de su gran eficacia el uso de aminoglucésidos es limitado por sus efectos adversos:
Ototoxicidad y Nefrotoxicidad. Se ha estudiado el uso del espaciamiento entre cada dosificacion con el
fin de disminuir los efectos toxicos, manteniendo la respuesta antibidtica estable y controlando asi el
proceso infeccioso. Barclay, et. al. determiné en una revision de 29 estudios en humanos, comparando
el uso de dosificacién diaria vs. dosificacion multiple cada dia, utilizando aminoglucésidos. Ninguno
de ellos favorecié el uso de dosificacién multiple, al contrario, en algunos se pudo observar el mismo

efecto terapéutico y menos toxicidad 6tica y renal, al utilizar monodosis por dia(24).
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Se ha demostrado que la nefrotoxicidad por AMG depende de cada individuo y las condiciones que lo
afectan, por lo cual se han tomado en cuenta distintos factores de riesgo para desarrollar dafio renal,
entre los cuales se tomaron en cuenta: caracteristicas del paciente, caracteristicas del tratamiento

administrado y el uso concomitante de otros farmacos(25).

Tabla 3. Factores de riesgo de los AMG relacionados al paciente, tratamiento y fArmacos concomitantes

PACIENTE TRATAMIENTO OTROS FARMACOS
Edad avanzada Tratamiento prolongado AINEs
Funcion renal disminuida Dosis altas Diuréticos
Embarazo Dosis divididas Anfotericina
Deshidratacion Cisplatin
Reduccién de la masa renal Ciclosporin
Hipotiroidismo Medios de contraste yodados
Disfuncion hepética Vancomicina
Acidosis metabodlica Cefalosporinas

Deplecidn de sodio

Tomado de: Lépez-Novoa JM, Quiros Y, Vicente L, Morales Al, Lopez-Hernandez FJ. New insights into the

mechanism of aminoglycoside nephrotoxicity: an integrative point of view. Kidney Int. 2011 Ene;79(1):33-45
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Nefrotoxicidad por AMG.

La Nefrotoxicidad causada por AMG se manifiesta clinicamente como una falla renal no oligdrica, con
una leve elevacion en la creatinina sérica y en gasto urinario hipoosmolar, posterior a varios dias de
tratamiento. Aproximadamente un 5% de la dosis administrada es retenida en las células epiteliales del
TRP, especificamente en las porciones S1 y S2 del tubulo(23)(26).

Los cambios principalmente observados en la célula tubular son: degeneracion lisosomal con
liberacion de enzimas, acumulacion de lipidos polares (cuerpos mieloides), pérdida del borde en
cepillo de la celula, disminucion de la reabsorcion de las proteinas filtradas, fosfolipiduria y
depuracién aumentada de K*, Ca®*, Mg?*, entre otras. Posterior a estos cambios suele observarse falla
renal no oligirica, o en algunos casos polidrica, siendo generalmente de caracter reversible al
suspender la administracion de AMG. Todos los cambios se presentan directamente proporcionales a

la dosis utilizada y se instauran con mayor rapidez al utilizarse multiples dosis diarias(25).

En el siguiente cuadro se enumeran las alteraciones causadas por AMG en la corteza renal:

Tabla 4. Alteraciones en la corteza renal inducidas por los AMG

A DOSIS BAJAS A DOSIS ALTAS
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ALTERACIONES
TEMPRANAS

ALTERACIONES
TARDIAS

Borde en cepillo y membranas apicales.

e Perdida de K+, Mg2+y Ca2+

e Disminucidn de la reabsorcion de agua, bicarbonato y
glucosa.

e Disminuciéon del cotransporte Na+ y Pi y del

intercambio Na+/H+

¢ Inhibicion de fosfatidilinositol fosfolipasa C.

Acumulacion de fosfolipidos
en lisosomas y alargamiento

de organelos.

Inhibicidn de las fosfolipasas
y esfingomielinasas

lisosomales.

Alteraciones degenerativas:

Membrana basolateral.

e Granulacion de células
epiteliales.

e Necrosis focal,
apoptosis.

e Aumento de la
excrecién de
fosfolipidos y trazas en
orina.

e Proteinuria,  poliuria
hipo osmética.

e Disminuciéon de la
TFG y aumento en la
concentracion  sérica

de Cr y BUN.

e Alteracidn del transporte de acidos y bases organicas.
e Inhibicion de Na+/K+ ATPasa.

e Reduccion del transporte electrogénico de Na+

Mitocondrias.

Alteracién de la respiracion y transporte de cationes.

Edema.

Alteracién de actividades enzimaéticas (gluconeogenesis,

amoniogenesis, oxidacion de &cidos tricarboxilicos).

Disminucién de la
reabsorcién y/o secuestro
intracelular de lisosomas vy

digestion de proteinas de

Alteraciones regenerativas:

e Proliferacion de

células tubulares y des

Sintesis proteica.

Inhibicién de la sintesis proteica y dilatacién del reticulo
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bajo peso molecular.

Liberacion de  enzimas
lisosomales (N-acetil-
glucosaminidasa) y del borde
en cepillo

(alanilaminopeptidasa).

diferenciacion.
Dilatacion tubular.
Proliferacion
intersticial
(fibroblastos) e
infiltracion focal por

células inflamatorias.

endoplasmico.

Supresidn de la expresion de genes para el transportador
Na+/glucosa y la subunidad alfa de Na+/K+ ATPasa.

Tomado de: Mingeot-Leclercqg MP, Tulkens PM. Aminoglycosides: nephrotoxicity. Antimicrob. Agents Chemother.
1999 May;43(5):1003-12.

Mecanismos de Nefrotoxicidad. Necrosis Tubular Renal

El rifion es uno de los sitios privilegiados de accion de los AMG. En ellos se encuentran las nefronas,

unidades funcionales primarias que se encargan del manejo hidroelectrolitico y mantenimiento del

equilibrio acido-base. Las estructuras de mayor fijacion para los AMG son los tubulos renales, parte

principial de las nefronas, y especificamente la porcion proximal, donde se ha determinado una mayor

concentracion de accion del antibiotico. La acumulacion de AMG en esta region depende de la

presencia de complejo proteinico megalina-cubulina situado en el tdbulo proximal y a la vez

encargado de realizar endocitosis de las moléculas de ATB a la célula, ademas de la fijacion cationica
de los AMG con dicha porcion tubular(27).
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Al ingresar a la célula, el ATB se transporta a través del complejo endosomal, acumulandose
principalmente en los lisosomas, aparato de Golgi y reticulo endoplasmico. Al saturar la capacidad de
los lisosomas, su membrana constituyente colapsa, vertiendo el contenido de enzimas proteoliticas al
citosol e iniciando asi una cascada de reacciones que conllevan la muerte celular(28). Al interactuar
directamente con la mitocondria, se activa la via intrinseca apoptotica, impidiendo la formacion de
ATP, inhibiendo la respiracion celular, y produciendo estrés oxidativo por medio de la produccion de
especies reactivas de oxigeno, tales como el anion superdxido y radicales hidroxilo. Indirectamente, la
liberacion de enzimas hidroliticas, inhibe la degradacién de proteina Bax, importante mediador pro-
apoptotico(29)(30). Al impedir la degradacion, se favorece la via indirecta de muerte celular
programada. Ademas el contenido hidrolitico lisosomal, que a su vez posee un pH A&cido
(aproximadamente 4.8) activa un complejo proteolitico intracelular llamado Catepsinas. Dichas
proteinas reaccionan ante el pH &cido, catalizando la hidrélisis de proteinas a polipéptidos, mediado
también por la familia de las caspasas, favoreciendo la via intrinseca apoptdtica. Otra via de muerte
celular se presenta por la disfuncionalidad del reticulo endoplasmico, impidiendo la sintesis
proteica(31). Todos estos mecanismos conllevan a la muerte celular por apoptosis, sin embargo al
darse una reaccion excesiva por AMG en células tubulares renales, y al tener una respuesta masiva por

catepsinas, se observan cambios necréticos en los cortes histopatologicos(25)(30).
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llustracion 4. Alteraciones ultraestructurales inducidas en las células del tibulo préxima durante el tratamiento con AMG

(A) Control. Cambios tempranos a bajas dosis. (B) Alargamiento lisosomal, que ocurren por la fusion de estructuras
preexistentes y que es producto de deposicion progresiva de lipidos polares, que adoptan una disposicién concéntrica lamelar
(cuerpos mieloides); las otras estructuras subcelulares permanecen preservadas. (C) Ruptura de lisosomas (con la liberacion de
los cuerpos mieloides en el citosol), edema y dafio mitocondrial, dilatacién del reticulo endoplasmico, denudacién del borde en
cepillo.

Tomado de: Mingeot-Leclercq M-P, Tulkens PM. Aminoglycosides: Nephrotoxicity. Antimicrob Agents Chemother. 1999
May;43(5):1003-12.

Existen una gran cantidad de entidades que deterioran el tubulo renal proximal (TRP), sin embargo al
generalizar, dos de las causas mas importantes corresponden a isquemia y a toxicidad por farmacos. Al
hallazgo histopatoldgico, suelen ser muy semejantes, encontrando desprendimiento de las células
epiteliales tubulares, obstruccion/oclusion de los tabulos por detritos celulares, formacion de cilindros,
hallazgos de necrosis tubular. Sin embargo, se ha llegado a observar que en la toxicidad por
medicamentos, se llega a comprometer una extensa zona de tibulo proximal de forma homogénea. Al
contrario en el dafio isquémico, las zonas del TRP afectadas son focalizadas, debido a la

microvasculatura comprometida(5).
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Gentamicina.

Los mecanismos nefrotoxicos mencionados anteriormente, se presentan de igual manera con el uso
especifico de Gentamicina. La molécula de ATB interacta con la membrana celular por accion idnica.
Dicha unién altera la funcion fosfolipidica, deteriorando su metabolismo y causando fosfolipidosis.
Esta condicién se da especificamente por la reduccion de carga negativa de la membrana, necesaria
para la adecuada funcién de fosfolipasa; ademas de la inhibicién de fosfolipasas Al, A2, C1. Se ha
estudiado la intervencion en dicha via, previniendo la interaccion de gentamicina con la membrana
fosfolipidica, a través de la administracion de acido poliaspartico. Se observé reduccion de
fosfolipidosis, sin embargo persisten diversas vias alternas que finalmente dirigen hacia la necrosis
tubular renal(32)(33).

La presencia de notables alteraciones intracelulares conlleva a serias consecuencias organicas. La
Gentamicina, independientemente de la lesion celular, inhibe una variedad de transportadores de
membrana celular tanto del borde en cepillo como de la membrana basolateral. Cotransportes tales
como Na-P y Na-H, transporte mediado por dipéptidos, transporte activo de Na y transporte de Na-K
dependiente de ATP, afectan el intercambio idnico comprometiendo la viabilidad celular(33). Los
transportes Na-Glucosa y Na-K dependiente de trifosfato de adenosina son componentes claves de la
homeostasis del volumen celular, por lo cual el edema celular y la desregulacién pueden conducir a la
necrosis o apoptosis. Desde los 30 minutos posteriores a la perfusion renal en ratas con gentamicina
hasta 3 horas después, se puede llegar a observar deficiencia de la recaptacion de calcio y magnesio,
dando lugar a hipercalciuria, hipermagnesiuria e hipomagnesemia, previo a las consecuencias renales
por alteraciones de Na y K, y antes que los signos detectables de dafio renal y toxicidad sean

evidentes. La gentamicina compite con las proteinas, cationes organicos y otras moléculas del
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complejo megalina-cubilin endocitica en el tabulo proximal, y por lo tanto impide su reabsorcién al
encontrarse ellas en el lumen tubular(34).
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llustracion 5. Mecanismos de citotoxicidad de gentamicina

Tomado de: José M. Ldpez-Novoa, Yaremi Quiros, Laura Vicente, Ana I. Morales, Francisco Lépez
Hernandez. New insights into the mechanism of aminoglycoside nephrotoxicity: an integrative point of

view. International Society of Nephrology, 2011.

Debido a que las células epiteliales tubulares son las principalmente afectadas, los detritos celulares
son depositados al interior de la luz del mismo. La cadena de necrosis masiva de las porciones S1y S2

produce obstruccion tubular parcial y total, con aumento de la presion hidrostatica en el lumen. Esto
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provoca fuga de liquido previamente filtrado hacia el intersticio, por lo que se puede observar edema
intersticial en muestras histopatoldgicas. Ademas, el impedimento hacia la excrecion tubular aunado al
incremento de presion hidrostatica, producen aumento de presion dentro de la capsula de Bowman,
disminuyendo posteriormente la tasa de filtracion glomerular (GFR). La falla en el intercambio i6nico
determinada por el epitelio necrotico, impide la reabsorcion adecuada de electrolitos y agua, por lo que
grandes cantidades de liquidos se pierden en la orina. EI mecanismo de feedback tabulo-glomerular
(TGF) es activado para no permitir que se pierdan liquidos y electrolitos en exceso y este responde
ante el aumento de la excrecion de los mismos, actuando a traves de la angiotensina Il y adenosina,
disminuyendo en mayor cantidad la GFR. En condiciones normales, el TGF es capaz de regular la
GFR en un periodo de 1 a 24 horas, sin embargo mientras se mantenga un tratamiento con

aminoglucdésidos (Gentamicina), persistira una baja tasa de filtracion(27).

Al llevarse a cabo el TGF, se secretan dos moléculas capaces de modificar el flujo vascular renal,
adenosina y angiotensina Il, provocando vasoconstriccion y disminuyendo el flujo sanguineo. Al haber
disminucion de éste, la cantidad de oxigeno entregada es cada vez menor, a lo cual son muy
susceptibles las células en cepillo del borde epitelial tubular. Esta se convierte en otra via que

promueve la necrosis tubular renal(35).

Al haber presencia de gentamicina en el torrente sanguineo, ésta entra en contacto primeramente con
el glomérulo, principal encargado de la filtracibn. Como efecto directo, la gentamicina produce
contraccién de las células mesangiales, disminuyendo la GFR. Ademas, la gentamicina promueve
proliferacién mesangial, por apoptosis marcada de las mismas, produciendo cambios en la forma y

funcion del glomérulo (baja GFR). Provoca a la vez, pérdida de la selectividad de la barrera de
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filtracion, dado por la neutralizacién de las cargas negativas, contribuyendo a la proteinuria y tomando

en cuenta que la reabsorcion estd comprometida por el dafio epitelial tubular(36).

La inclusion del sistema renina-angiotensina-aldosterona, la accién de endotelina-1, las especies
reactivas de oxigeno y el aumento de la actividad de transportadores de membrana de calcio, facilitan
la entrada del ion calcio (Ca2+) al interior de la célula afectada. Esto a su vez, produce activacion de
fosfolipasa A2, que cataliza la formacion de &cido araquidénico(AA). EI AA a través de la
ciclooxigenasa, controla la formacion de prostaglandina E-2 (PGEZ2), tromboxano A-2 (TXA2), asi
como de secrecion de factor activador de plaquetas (PAF), desencadenando finalmente en contraccion
mesangial. La inhibicion de PAF ha sido investigada con el fin de determinar si hay disminucion del
dafio provocado por gentamicina, aminorando la reduccion marcada de la tasa de filtracion

glomerular(36).
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llustracion 6. Efectos glomerulares de la gentamicina

Tomado de: José M. Lopez-Novoa, Yaremi Quiros, Laura Vicente, Ana |. Morales, Francisco L6pez Hernandez.
New insights into the mechanism of aminoglycoside nephrotoxicity: an integrative point of view. International

Society of Nephrology, 2011.

La gentamicina tiene la capacidad de activar la sintasa de éxido nitrico, por medio de la accién pro-
inflamatoria del factor nuclear KB, aumentado la expresién de 6xido nitrico (NO). Esto agregado al

aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS), contribuye a la interaccion de anion superoxido
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con NO, formando peroxinitrito, produciendo estrés oxidativo y consecuentemente efecto
citotdxico(37).

Las especies reactivas de oxigeno provienen de diversas reacciones y tienen severas consecuencias en
torno a la injuria renal causada por gentamicina (mitocrondria y apoptosis, endotelio vascular con
cambios en flujo renal y GFR, dafio a células mesangiales y filtrado glomerular). Es por esta razén que
diversos estudios se han enfocado en la reduccion del dafio renal provocado por ROS, ya que estas son

autores principales en la respuesta inflamatoria que produce la necrosis tubular(25) (Ver imagen 8).
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llustracion 7. Amplificacion de la respuesta inflamatoria tubular, glomerular y vascular por gentamicina

Tomado de: José M. Ldpez-Novoa, Yaremi Quiros, Laura Vicente, Ana I. Morales, Francisco Lépez Herndndez. New
insights into the mechanism of aminoglycoside nephrotoxicity: an integrative point of view. International Society of
Nephrology, 2011.
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Radicales libres de oxigeno.

Son moléculas que en su estructura atomica presentan un electrén desapareado o impar en el orbital
externo. Esta configuracion espacial les hace muy inestables, excepcionalmente reactivos, con una
enorme capacidad para combinarse con la mayoria de las biomoléculas celulares provocando un gran

dafo en ellas y en las membranas celulares.

La mayor parte del oxigeno utilizado por el organismo durante la respiracion celular es reducido a
agua por accion del complejo citocromo-oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial (38)(39).

Entre los radicales libres de oxigeno tenemos:

02- = radical superdxido
H202 = peréxido de hidrégeno

OH- = radical hidroxilo

Por su alta inestabilidad atémica, los radicales libres (RL) colisionan con una biomolécula y le

sustraen un electron, oxidandola, perdiendo de esta manera su funcién especifica en la célula.

En el caso de los lipidos, los RL dafan las estructuras ricas en ellos como las membranas celulares y
las lipoproteinas, conduciendo al edema, muerte celular y oxidacion de las lipoproteinas de baja

densidad. Posteriormente, el acido graso se convierte en una molécula capaz de oxidar a otras, proceso
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conocido como peroxidacion lipidica, esto genera numerosos subproductos, entre ellos el
malondialdehido (MDA), cuya determinacion en tejidos, plasma u orina es uno de los métodos de
evaluar el estrés oxidativo. Con respecto a las proteinas, se oxidan preferentemente los aminoacidos y
como consecuencia se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, fragmentacién de la proteina y
formacion de grupos carbonilos e impiden el normal desarrollo de sus funciones. Otra molécula que es
dafiada por los RL es el ADN; el dafio a los &cidos nucleicos produce bases modificadas, lo que tiene
serias consecuencias en el desarrollo de mutaciones y carcinogénesis por una parte o la pérdida de

expresion por dafio al gen especifico(38).

Radicales libes de oxigeno y Gentamicina.

La gentamicina estimula la expresion de la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la produccion de
oxido nitrico (ON) en el glomérulo y células mesangiales. Esta sobreproduccién de ON, sobre todo en
condiciones de estres oxidativo, interactta con el anidén superoxido para formar peroxinitrito, el cual es
citotoxico. Finalmente, ocurre apoptosis de las células mesangiales, seguido de una proliferacion
celular reparadora (debido al incremento de Ca2+), que en el caso de ausencia de dafio tisular, resulta

también en apoptosis(1).

Antioxidantes.

Halliwel y Gutteridge en 1998 definieron como antioxidante a toda sustancia que hallandose presente
a bajas concentraciones, con respecto a las de un sustrato oxidable retarda o previene la oxidacion de

dicho sustrato. El antioxidante al reaccionar con el RL le cede un electron oxidandose a su vez y
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transformandose en un RL débil, con escasos o nulos efectos tdxicos y que en algunos casos, pueden
regenerarse a su forma primitiva por la accion de otros antioxidantes(40).

Mecanismos de accion:

e Sistema de prevencion: impiden la formacion de los RL y/o especies reactivas.
e Sistema barredor: inhiben la accion de los RL.
e Sistema de reparacion: favorecen la reparacion y reconstitucion de las estructuras biologicas

dafiadas.

Cada antioxidante posee una afinidad hacia un determinado RL o hacia varios, puede actuar en los

diferentes procesos de la secuencia oxidativa y tener mas de un mecanismo de accion.

Los antioxidantes se clasifican en:

Tabla 5. Clasificacion de antioxidantes

ENDOGENOS e  Glutation.
e Coenzima Q.
e Acido tidctico.

e Enzimas:

-Superoxido dismutasa SOD

57




EFECTO NEFROPROTECTOR DEL ACIDO ASCORBICO EN UN MODELO DE DANO RENAL INDUCIDO POR GENTAMICINA EN CONEJOS. 2012

-Catalasa.

-Glutatién peroxidasa.

EXOGENOS e Vitamina E.
e VitaminaC.
e Flavonoides.

e Licopenos.

Acido ascorbico.

La vitamina C 0o acido ascorbico constituye un micronutriente esencial, requerido para el
funcionamiento metabolico normal del organismo. Los humanos y otros primates han perdido la
habilidad de sintetizarla, debido a una mutacién en el gen que codifica para L-gulonolactona oxidasa,
enzima requerida para la biosintesis de esta. Por lo tanto, esta vitamina debe de ser ingerida en la dieta.

La dosis diaria recomendada es de 60 mg/dia, para adultos saludables no fumadores(41)(42).

La vitamina C es un antioxidante hidrosoluble, cofactor de diversas enzimas involucradas en la
biosintesis del colageno, carnitina y neurotransmisores. Actla como barredor de RL y especies
nitrogenadas, protegiendo a otros sustratos del dafio oxidativo. Asimismo, actla como coantioxidante,
al regenerar a la vitamina E (a-tocoferol) de su radical a-tocoferoxil. Esta ultima funcion resulta
particularmente importante, ya que se ha demostrado en experimentos in vitro que a-tocoferol puede
actuar como un pro-oxidante en la ausencia de coantioxidantes como la vitamina C. También se ha
encontrado que la vitamina C regenera al urato, glutatién y beta caroteno de sus respectivos productos

de oxidacion(43).
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La mayoria de las reacciones del &cido ascérbico se deben a su fuerte potencial reductor. Su actividad
antioxidante deriva del desplazamiento de &cido L-ascorbico a su forma oxidada L-dehidroascorbico.
Esta reaccion también habilita la molécula para combatir radicales oxidativos. La vitamina C tiene dos
pKa’s, y el grado de ionizacion va a influir en la formacion de su forma pro-oxidante o antioxidante,

entre mas ionizado se encuentre, mayor probabilidad tendra de ser un prooxidante y viceversa(4).

Existen diversas formas moleculares del acido ascorbico, entre ellas se encuentra el acido L-ascorbico,
quien actua de forma sinérgica con alfa-tocoferol, para proteger las membranas celulares contra la
peroxidacion de lipidos. Las especies oxidantes son directamente interceptadas por el acido L-

ascorbico y las desactiva(4).

Algunos estudios muestran una clara participacion de la vitamina C como antioxidante sobre el
endotelio vascular evitando la oxidacion del 6xido nitrico, potenciando su actividad y aumentando su
sintesis. Otros estudios sugieren una disminucidn de la peroxidacion lipidica en presencia de vitamina
C. Por ambas razones parece demostrado su papel beneficioso en la aparicion y progresion de la
aterosclerosis(41)(44).

Existen dos propiedades mayores que hacen que la vitamina C sea el antioxidante ideal:

1. Bajos potenciales de reduccion del ascorbato y de su producto de oxidacion radical ascorbil:
Esto le permite reaccionar y reducir basicamente todos los radicales fisiologicamente

relevantes y los oxidantes.
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2. Estabilidad y baja reactividad del radical ascorbil, formado cuando el ascorbato barre un RL o
especie nitrogenada:
El radical ascorbil se dismuta rapidamente para formar ascorbato y acido dehidroascérbico, o
es reducido de nuevo a ascorbato mediante la semidehidroascorbato reductasa dependiente de

NADH. El acido dehidroascorbico puede ser reducido a ascorbato por la enzima glutation(41).

La vitamina C ha sido reconocida y aceptada por la FDA como uno de los cuatro antioxidantes de la
dieta, siendo los otros tres, la vitamina A, vitamina E y selenio, y ha sido establecida como un barredor
de radicales libes(41). Generalmente no es toxico, sin embargo se han reportado los siguientes efectos
indeseados: nauseas, vomitos, calambres abdominales, dolor de cabeza, fatiga, insomnio, puede ocurrir
diarrea con dosis superiores a 600 g al dia. Uno de los efectos adversos mas significativos es el
desarrollo de hiperoxaluria luego de la administracion prolongada de grandes dosis de acido ascérbico.
El acido ascorbico puede causar acidificacion de la orina, provocando precipitacion de célculos de

uratos, cistina u oxalatos. Se manifiesta con dolor en el costado o en la parte baja de la espalda(45).

Acido ascorbico y enfermedades cardiovasculares.

Se ha demostrado que la administracion de 1000 mg/ dia de Vitamina C reduce los niveles de
colesterol total. Esto debido a que actla como cofactor para la 7a-monooxigenasa del colesterol,

enzima involucrada en la hidroxilacion del colesterol para formar acidos biliares.

Asimismo, se ha encontrado que la Vitamina C modula la actividad de hidroximetilglutaril-CoA
reductasa, enzima que juega un rol importante en la biosintesis del colesterol. Estudios demuestran
también que por cada 30mmol/L de incremento en la vitamina C plasmatica, el colesterol HDL se

eleva en un 4-10% y el LDL disminuye en un 4%(41).
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La vitamina C puede modular la actividad de la lipoprotein lipasa. Dos estudios demostraron que la
suplementacion de 2000-3000 mg/dia de vitamina C por 1-6 semanas incrementaban la actividad
fibrinolitica y reducian la adhesién plaquetaria. También se ha comprobado que hay un incremento en
la vasodilatacion, esto debido a que al barrer los RL evita que estos inactiven al ON (oxido nitrico) y

previene la oxidacion del LDL (41).

Acido ascorbico y cancer.

Se han encontrado diversos mecanismos por medio de los cuales el acido ascorbico puede constituir un
factor protector contra el cancer. Uno de ellos es la proteccion contra compuestos mutagénicos como
las nitrosaminas. Los compuestos N-Nitrosos son formados por la reaccion de nitritos o nitratos con
aminas o amidas. También se generan por el ON generado por respuesta inflamatoria, expresado por la
oxido nitrico sintasa inducible. Estos compuestos son activados por enzimas dependientes de la
citocromo P450, y han sido encontrados en cancer de pulmon y gastrico. La vitamina C actla como

barredor del nitrito, por lo tanto previene la reaccion con las aminas para formar nitrosaminas(46).

Del mismo modo, se ha visto una disminucién en las concentraciones de los fecapentenos, mutagenos

fecales encontrados en el cancer de colon.

Otra manera en la que reduce la carcinogénesis, es a través de la estimulacion del sistema inmune. La
vitamina C puede modular funciones de los fagocitos, como la quimiotaxis, la actividad de las células
natural Killer y las funciones y proliferacion de los linfocitos. También afecta la produccion de

citokinas, anticuerpos y componentes del complemento(46).
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Acido ascorbico e injuria renal aguda.

Baliga et al., 1997, relacionaron al dafio renal inducido por gentamicina con RL, los cuales dafiaban

directamente a lipidos, proteinas y DNA, destruyendo la estructura celular. Durante el estrés oxidativo

ocurre una peroxidacion de los lipidos de membrana, que resulta en una fragmentacion de los acidos

grasos poli insaturados, alterando la funcion tubular y degradando los componentes colagenados y de

la matriz celular, dando como resultado final una proliferacion mesangial y apoptosis. Entre diversas

sustancias que han demostrado tener un efecto nefroprotector, se encuentra el acido ascorbico, el cual

acta como donante de electrones para neutralizar a los RL, por lo tanto, evita el dafio por estos

mismos a las estructuras celulares. Segun el estudio Cytoprotective effects of vitamin c¢ against

gentamicin induced acute kidney injury in rats, una administracion de 200 mg/kg/dia de acido

ascorbico no solamente disminuyo considerablemente el dafio renal asociado al tratamiento con

gentamicina, sino que también revel6 un efecto reparador tanto estructural como funcional.(47)
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Histopatologia de la injuria renal aguda.

Existen seis mecanismos basicos por medio de los cuales los medicamentos inducen dafio renal agudo:

Reduccion de la perfusion renal mediante una alteracién de la hemodinamica intra renal.
Toxicidad tubular directa.

Toxicidad inducida por pigmento heme (rabdomiolisis).

Obstruccion intratubular por la precipitacion de los agentes o sus metabolitos o subproductos.
Nefritis intersticial alérgica.

S A

Sindrome hemolitico-urémico.

Los aminoglicosidos actuan induciendo toxicidad tubular directa y también inducen obstruccion
intratubular(48).
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DRUGS AND CHEMICALS ASSOCIATED WITH ACUTE RENAL FAILURE

Mechanisms

M1 Reduction in renal perfusion through alteration of intrarenal hemodyrnarmics M4 Intratubular obstruction by precipitation of the agents or its metabolites or byproducts

M2 Direct tubular toxicity
M3 Heme pigment-induced toxicity (rhabdamyalysis)

M5 Allergic interstitial nephritis

ME Hemalytic-uremic syndrome

]| m2 Md M5 M6 Drugs
") v v Cycl-:-spc-rine. tacralimus
") i Amphatericin B, radiocontrast agents
") v Mansteroidal anti-inflammatory drugs
") Angiatensin-corverting erzyme inhibitars, interleukin-2t
" v v Methotrexated
Y Aminoglycesides, cisplatin, foscamet, heavy metals, intravenous immunoglobulind, organic solvents, pentamidine
v Cocaine
Ethanal, lovastatin®™
v v Sulfonamidas
Y Ayelovin Indinavir, chemotherapeutic agents, ethylene glveol ™

v ﬂl.llop urinal, cephalosparin, cimetiding, ciprofloeacin, furcsemide, penicillins, phenytoin, ifampin, thiazide diuretics

Y (onjugated estrogens, mitomyzin, quinine

* Mary other drugs in addition to the ones listed can cause renal failure by this mechanism.

tlrterlaukin-2 produces a capillary leak syndrome with valume contractions.

$Uric acid crystals form as a result of tumor lysis.

1 The mechanism of this agent is unclear but may be due to additives.

** Bcute reral failure is mest likely to ocour when lovastatin is given in combination with cyclosporine,

*** Ethylene glycol-induced toxicity can causa cakium oxalate crystals,

llustracion 8. Farmacos y quimicos asociados a injuria renal aguda

Fuente: Broe de. Renal injury due to environmental toxins, drugs, and contrast agents. 1999
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Los aminoglicosidos acttan dafiando principalmente los segmentos S1y S2 de la nefrona(48).

llustracion 9. Sitios de dafio renal en la nefrona

Los tubulos afectados muestran una diversidad de alteraciones dependiendo de la naturaleza del

toxico, la severidad del dafio y el tiempo de dosificacion de este. Los cambios estructurales incluyen

cambios propios de reparacién del dafio, tales como, tdbulos dilatados, células tubulares aplanadas con

citoplasma basofilo, ndcleo hipercromatico irregular o nicleo en mitosis. Material amorfo, eosinofilico

o detritos celulares pueden estar presentes en el lumen de los tabulos y pueden acumularse cilindros en
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el segmento distal y tabulos colectores. En casos severos se puede ver edema e inflamacion en el
intersticio. Aunque el dafio excluye al glomérulo, las células de la capsula de Bowman pueden mostrar
cambios microscépicos similares a los que se observan los tabulos. Este patrén puede ir acompafiado
de otras alteraciones citoplasmicas en los tubulos, entre ellas, la vacuolizacién, deposito de cristales,
cilindros tubulares y pigmentacion. A través de la microscopia electronica se pueden detectar
inclusiones lisosomales, cilindros hialinos, alteraciones mitocondriales y micro-calcificacion. Ademas
se ha detectado un incremento en nimero y tamafio de lisosomas secundarios (cuerpos mieloides o
mielinoides, mielinosomas) en el citoplasma de las células del tubulo proximal, tanto en animales
como en humanos. Debido a que los aminoglicosidos se acumulan en los lisosomas, los cuerpos
mieloides aparecen probablemente como resultado del dafio de la biodegradacion de lipidos polares
complejos. A medida que la dosificacion de AMG continua, los lisosomas incrementan de tamafio, y
finalmente se rompen, liberando cuerpos mieloides al lumen tubular y con el dafio tubular
concomitante (26)(49).
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llustracion 10. Dilatacion tubular y aplanamiento de células del epitelio tubular

Tomado de: Histopathology of Preclinical Toxicity Studies (Third edition). New York: Academic Press; 2007

67




EFECTO NEFROPROTECTOR DEL ACIDO ASCORBICO EN UN MODELO DE DANO RENAL INDUCIDO POR GENTAMICINA EN CONEJOS. 2012

llustracion 11. A. Regeneracion epitelial tubular con evidencia de actividad mitética. B. Micrografia electronica que muestra
inclusiones laminares de fosfolipidos, tipicamente encontrados en el citoplasma de la célula tubular luego de tratamiento con
gentamicina.

Tomado de: Histopathology of Preclinical Toxicity Studies (Third edition). New York: Academic Press; 2007
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SISTEMA DE HIPOTESIS.

HIPOTESIS DE INVESTIGACION/OPERACIONAL (Hi).

Si el uso de Gentamicina produce nefrotoxicidad en conejos, entonces la utilizacién concomitante de

Acido Ascorbico disminuira el dafio renal.

HIPOTESIS ALTERNA (Ha).

Si el uso de Gentamicina produce nefrotoxicidad en conejos, entonces la utilizacion concomitante de

Acido Ascorbico inhibira el dafio renal.

HIPOTESIS NULA (Ho).

El acido ascorbico no tiene efecto nefroprotector en dafio renal agudo inducido por el uso de

Gentamicina en un modelo de dafio renal en conejos.
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METODOLOGIA.

Tipo y disefio general del estudio.

Investigacion bésica, estudio experimental controlado en el cual se evalu6 el efecto nefroprotector del

acido ascorbico en un modelo de dafio renal inducido por gentamicina.

Disefio experimental.

Se utilizaron 24 conejos machos, raza Nueva Zelanda, con peso entre 1.5 £ 0.5 Kg, obtenidos de la

Granja Don Bosco, San José Villanueva, La Libertad, El Salvador. El bienestar animal se realizo bajo

los lineamientos del consejo Canadiense para el cuidado animal, dictaminado en el afio 2007.(50)

Cada animal fue alojado en cajas metabdlicas individuales, con un &rea de superficie de 0.14m?

protegidos del ruido. La temperatura oscild entre 16-22°C, en un sitio con adecuada ventilacion, cuya

humedad se mantuvo entre el 40 - 60%. Los conejos fueron sometidos a ciclos de 12 horas de luz y 12

horas de oscuridad. Se les administré agua y comida especial (concentrado de conejo) ad libitum, por
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medio de dispensadores individuales, los cuales estaban sujetos a las paredes de la caja metabdlica,

con el fin de evitar la contaminacion de la comida y agua con desechos del conejo (Ver imagen 13).

Grupos experimentales.

Se seleccionaron 24 conejos al azar, aparentemente sanos, los cuales fueron distribuidos en 3 grupos:

e Grupo Sham: se le administré Solucion Salina Normal 0.9% por via intramuscular y por via

intraperitoneal.

e Grupo control: se le administrd6 Gentamicina a dosis de 80 mg/Kg/dia IM, por un periodo de 5

dias consecutivos.

e Grupo Dafio Renal/Acido Ascorbico: se les administr6 Gentamicina a dosis de 80 mg/kg/dia

IM, mas inyeccion concomitante de acido ascérbico a una dosis de 200 mg/Kg/dia

intraperitoneal (IP), durante un periodo de 5 dias consecutivos.

El procedimiento se dividio en 2 periodos: ambientacion y fase experimental.

Desde el inicio del

procedimiento se aislaron individualmente en su respectiva caja metabdlica, cuantificando diariamente

el volumen urinario y peso. (Gasto urinario= ml/Kg/h)
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Distribucién de la muestra.

Tabla 6. Distribucién de la muestra

GRUPO CODIGO DESCRIPCION NUMERO DE CONEJOS

CONTROL cc Administracion de 8
Gentamicina a 80 mg/kg/dia
IM durante 5 dias
consecutivos + SSN 0.9% IP.

TOTAL 24
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Criterios de inclusion.

e Conejos machos.
e Conejos con peso 1.5+ 0.5 Kg.

e Conejos en buen estado de salud.

Criterios de exclusion.

e Conejos con anomalias fenotipicas.

e Conejos que fallezcan posterior a la induccion anestésica y previa finalizacion del

procedimiento quirdrgico.
e Conejos con parametros renales anormales en su toma basal.

e Conejos con anomalias renales macroscopicas.

Aleatorizaciéon de la muestra.

La seleccidn de animales se realizé asignando un niamero a cada conejo marcando sobre la piel de la

oreja el nimero. Los numeros fueron colocados en una tombola de donde se extrajeron uno a uno los
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nameros, colocando los ndmeros en cada grupo completando el nimero de animales designado,
iniciando desde S1 hasta A8.

Fases de la experimentacion.

Fase 1 — Ambientacion.

Durante un periodo de 7 dias, cada conejo fue aislado en sus cajas metabdlicas, en donde se les
administro concentrado para conejos y agua ad libitum. Se cuantifico diariamente la diuresis y el peso

de cada conejo, para el calculo diario del gasto urinario.

Fase 2 - Terapéutica.

Se mantuvo a cada conejo bajo las condiciones anteriores. Al grupo Sham se le administré SSN 0.9%
IM e IP, al grupo control SSN 0.9% IP y Gentamicina IM; finalmente al grupo de dafio renal/acido
ascaérbico, se le administré6 Gentamicina IM y acido ascorbico IP, como descrito anteriormente, por un
periodo de 5 dias. Se tomaron muestras sanguineas y urinarias en el primer dia de la fase terapéutica,
tercer dia y finalmente al séptimo dia, en éste Gltimo dia, se procedié a realizar el procedimiento
quirurgico de nefrectomia bilateral, previa preparacion, asepsia y antisepsia del sitio operatorio con
crema depilatoria, jabén yodado y agua estéril. Se administro a cada sujeto experimental, anestesia con
Ketamina a 50 mg/kg/dosis subcutanea (SC) y Xylazina a 10mg/kg/dosis SC, y se infiltré Lidocaina
al 2% en el sitio de incisién quirdrgica a nivel paravertebral subcostal. Finalmente se realizo la
respectiva eutanasia al realizar una incision sobre la aorta abdominal y liberar el pediculo vascular

renal para exanguinar lo mas rapido posible a las unidades experimentales.
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llustracion 12. Distribucion de conejos en sus cajas metabolicas, con sus depdsitos de agua y de comida respectivos y los
depésitos para la recoleccion de orina.

Aspectos éticos.

Se tomaron en cuenta los aspectos considerados en la Asociacion Canadiense de Laboratorio Clinico

Animal (CALAM, por sus siglas en ingles) 2007(50). Una vez finalizada la nefrectomia bilateral se

practicO eutanasia de acuerdo a los Protocolos de Eutanasia para animales de experimentacion de la
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Asociacion Americana de Médicos Veterinarios. Utilizdndose la técnica de exanguinacion mientras las

unidades experimentales se encontraban anestesiadas.

Toma de muestras.

Muestras sanguineas.

Con el fin de no causar alteraciones hemodinamicas en los sujetos experimentales el volumen total de

las muestras sanguineas no excedieron los 10 mL/kg de peso.
Cada muestra fue de 1.5 mL en cada toma:

e 1°toma: al finalizar la fase de ambientacion, previo al inicio de la fase experimental.
e 2°toma: al 3° dia de la fase experimental.

e 3°toma: 48 horas posteriores a la finalizacion de la fase experimental.

llustracion 13. Toma de muestras sanguineas a través de acceso venoso.
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Muestras urinarias.

A través del disefio de la caja metabdlica, se recolectd la orina diariamente en un deposito y
posteriormente serd cuantificada en mL. Al igual que con las muestras sanguineas, se tomo en 3

momentos las muestras urinarias para analizar la actividad enzimatica.

Muestras anatomopatoldgicas.

Al séptimo dia de la fase experimental y previa eutanasia se realiz0 nefrectomia bilateral.
Inmediatamente posterior a la nefrectomia se procedio a pesar cada rifion y posteriormente a la seccion
longitudinal de las muestras, colocando papel filtro en el medio. Se procedié a la fijacion con

formalina.

Analisis de las muestras.

Muestras séricas.

Cada muestra fue procesada en equipo automatizado para el analisis de creatinina serica.

Muestras urinarias.

Fueron analizadas con el kit enzimatico N-acetil-beta-D-glucosaminidasa (Roche Diagnostic

Systems).
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llustracion 14. Kit enzimatico NAG

Muestras anatomopatoldgicas.

Posterior a la fijacion con formalina, se procesaron con deshidratacion con metanol anhidro por un

periodo de 3 horas en 3 diferentes depdsitos, luego se aclaré con xylol durante 2 horas en 2 diferentes

depdsitos, finalmente, inmersion en parafina en dos diferentes bafios por 2 horas. Se realizaron los

blogues de parafina y se solidificaron. Luego se realizaron los cortes al microtomo rotatorio. Se

efectuaron 2 cortes de cada rifion.

Posteriormente se realizo tincion histoquimica de hematoxilina eosina para visualizar membranas

basales. Luego se interpretaron histoldgicamente con microscopio binocular de luz por patélogo.
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Analisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron introducidos a la base de datos del sistema computarizado GraphPad

versién Prism 5 Project, por medio del cual se proceso la informacion.

Se realizaron pruebas estadisticas intragrupo, para evaluar el comportamiento de cada grupo de
investigacion desde el momento inicial (M1) hasta el momento final (M3), y pruebas intergrupo, para
analizar el comportamiento de los tres grupos de investigacion en cada momento del tiempo (M1, M2
y M3).

Se determind la normalidad de cada variable, mediante el test de D’Agostino Pearson. Las variables
que cumplieron con los parametros de normalidad, fueron analizadas posteriormente con el test de
ANOVA de un factor, y se utilizo el post test de Bonferroni para comparar a cada grupo entre si. Las
variables que no cumplieron con los parametros de normalidad, fueron analizadas con la prueba no

parameétrica Kruskal-Wallis y posteriormente se analizaron con el post test de Dunn.
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Variables operacionales.

Tabla 7. Variables operacionales.

Prueba bioquimica.

Creatinina (Cr) Marcador sérico de la funcion renal mg/dL 0.5—2.5 mg/dL

Riesgo: < 0.5mL/Kg/h durante 6 h.

Injuria: < 0.5mL/Kg/h durante 12 h.

Gasto urinario Volumen urinario en un periodo de mL/h Fallo: < 0.3mL/kg/h durante 24 h. 6
tiempo anuria

(<0.15 ml/Kg/h) por 12
h.
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RESULTADOS.

Creatinina Sérica.

Los valores de creatinina sérica superaron la prueba exploratoria de normalidad mediante la
aplicacion del test de D’Agostino Pearson, la homogeneidad de los datos fue validada para su posterior

analisis paramétrico.

El comportamiento del parametro creatinina en cada grupo se analizo mediante el dato obtenido en
cada uno de los momentos de la toma (3 en total) la tendencia de los grupos Sham y Control exhiben
un comportamiento similar en el que se observan decrementos de los valores en el segundo momento
de la muestra 7.78% y 10.77% respectivamente, mientras que para el grupo tratado con Acido

Ascorbico describe un aumento de 1.18%.

El analisis concluyente del incremento del valor de creatinina desde la primera muestra (M1) hasta el
final del proceso experimental (M3) muestra valores de incrementos porcentuales de 44.10% en el

grupo Control, 0.22% en el grupo Shamy 32.22% en el grupo tratado con Acido Ascérbico.
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COMPORTAMIENTO DE LA VARIABLE CREATININA /INCREMENTO

PORCENTUAL POR TOMA
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44,10%
F 40% }
7 /
S 0,
5 20% A 32,22%
-]
9 /
S 20%
£
Q
5
£ 10%
1,13%;‘//
0% e ,
-7,78%
-10%
-10,77%
-20%
M1 M2 M3
—4—SHAM 0% -7,78% 0,22%
~—CONTROL 0% -10,77% 44,10%
——ACIDO ASCORBICO 0% 1,18% 32,22%

Gréfico 1. Variacion porcentual de la media de Cr-S por grupo y momento de muestra
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DIFERENCIAS ENTRE PROMEDIOS DE CR-S POR GRUPO
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Resultados intragrupo.

Gréfico 2. Diferencias entre promedios de Cr-S por grupos

El analisis intragrupo por ANOVA no mostro variacion estadisticamente significativa para los

diferentes tiempos de muestra (M1, M2 y M3) en el grupo Sham p= 0.098, mientras que los cambios

observados en el tiempo y la tendencia al incremento de los valores de creatinina en los grupos Control

y Acido Ascorbico mostraron significancia estadistica p<0.0001 y p<0.001 respectivamente

mostrandose especificamente entre los valores de la tomas M1-M3 y M2-M3

Los sujetos de experimentacion fueron analizados de acuerdo al incremento de los niveles de

creatinina basal (M1) y final (M3) para estadificar el grado de injuria segun los criterios propuestos
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por la ADQI (Acute Dialysis Quality Initiave) para injuria renal aguda, conocidos con el acrénimo

RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss, End-Stage Renal Disease). (Ver grafica 3 y tabla 9).

Daio renal segun la clasificacidon de RIFLE

120

H 100%
100

m 87.5%

80

60

40

B-12.5%

IO%EIO% H 0% W 0% ™ 0%
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H SHAM B CONTROL B ASCORBICO

Gréfico 3. Dafio renal segun clasificacion RIFLE
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Tabla 8. Estadificacion de dafio renal segiin RIFLE/Distribucion porcentual por grado de dafio

NORMAL RISK INJURY FAILURE

SHAM 100 0 0 0
CONTROL 37.5 50 125 0
ASCORBICO 87.5 12.5 0 0

Resultados intergrupo

La comparacion entre grupos mediante test de ANOVA para la primera (M1) y segunda toma (M2) no
mostraron significancia estadistica p=0.3545 y p=0.0843, el analisis correspondiente a la toma final
del procedimiento experimental exhibe variacion estadistica p=0.0123, presentandose entre el grupo

Control vs grupo Sham (p<0.05) y entre Control vs Acido Ascorbico (p<0.05).
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Creatinina Sérica promedio por grupos segun
muestra.

# SHAM
# ASCORBICO
# CONTROL

Cr-S mg/dL
o
5

M2

Momento de toma de muestra

Gréfico 4. Dafio renal segun clasificacion RIFLE

Gasto Urinario.

Los resultados referentes a la cuantificacion de la diuresis deben ser analizados con precaucion debido
a fallas en el disefio de las cajas metabolicas en donde se presentaban pérdidas urinarias no
cuantificables. Los resultados presentados son el resultado de la comparacidén de medias de las diuresis

dia/grupo experimental.

Se observé una tendencia a la poliuria en la fase inicial de adaptacion con una posterior estabilizacidn

a la normalidad (7° dia); entre el 9° y 11° dia es perceptible un incremento de la diuresis dentro del
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grupo Control alcanzando niveles acordes a la poliuria, los grupos Sham y Acido Ascérbico se

mantienen en rangos normales hasta la finalizacion de la fase experimental. (Ver grafica 3).

GASTO URINARIO PROMEDIO
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g /\
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(U]

0,0

123|445 | 6| 7¢81| 9101112 13

e SHAM 2912945413025/ 19|1,72824/|2019] 3.2
——CONTROL | 3,6 | 43|48 |45 4041|2528 21|50/31/36]43
——ASCORBICO| 3,3 | 44 | 33|38 31|43 |34[29|20/|25/|29/|21]34

Gréfico 5. Promedio de Gasto urinario por dia y grupo de experimentacion

. Rango normal de diuresis en conejos (50-75 ml/kg/dia)

N-acetil B-D glucosaminidasa NAG

El resultado de la prueba exploratoria para establecer normalidad mediante el test de D’Agostino

Pearson no fue superado por lo que los datos fueron analizados mediante estadistica no paramétrica

Analisis intragrupo.

El andlisis de la actividad enzimatica de NAG muestra significancias estadisticas para los grupos

Control y Sham p=0.0003 y p<0.0001, respectivamente; focalizada para el grupo control entre la
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primera y la tercera medicion (M1-M3) (p<0.0001) y para el grupo Sham se identificaron valores con
estadisticamente significativas en M1-M3 y M2-M3, (p<0.001**) y (p<0.05%)
respectivamente. El grupo tratado con Acido Ascorbico no evidenci6 significancia estadistica

diferencias

(p=0.3651) entre las tomas.

NAG (UI/L)

e i Ll
O N B O Rk N D OO N

Valor promedio de N-Acetil-B-D-Glucosaminidasa urinaria por grupo
P<0.0001***
P=0.0003**
P=0.3651
e |
M1 M2 M3 M1 M2 M3 ML M2 M3
ASCORBICO SHAM CONTROL
Grupo

Gréfico 6. Valor promedio de N-Acetil-B-D-glucosaminidasa urinaria por grupo

Analisis intergrupo.

Los analisis por Kruskal Wallis de los valores correspondientes a la actividad enzimatica entre cada

grupo y en la toma basal (M1) no mostraron diferencias estadisticas (p=0.4263). Mientras que para M2
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y M3 fueron significativas p=0.019 y p<0.0001 respectivamente, El post test de Dunn reveld

diferencias entre los grupos Control - Acido Ascorbico en M2 = p<0.01 y M3 = p<0.001.

Valor promedio de NAG por momento /grupo
2
P<0.0001***
1,8
1,6
1,4
= 1,2
2 1
Q
= 0,8
0,6
P=0.4263 P=0.0019**
0,4
0,2 i i
0
M1 M2 M3
B ASCORBICO 0,0125 0,0375 0
M SHAM 0,11875 0,11875 0,31875
M CONTROL 0,34375 0,3625 1,75

Gréfico 7. Actividad enzimatica de NAG por grupo de experimentacion y tiempo

Histopatologia Renal

Hallazgos macroscopicos.
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No se encontraron alteraciones anatémicas congénitas o preestablecidas en las unidades

experimentales.

Hallazgos incidentales.

El anélisis histopatoldgico por microscopia de luz, revelo los siguientes hallazgos de forma incidental:

e Microquistes renales.
e Infiltracion grasa.

e Congestion vascular glomerular.

En 1 sujeto del grupo Sham y en 2 sujetos del grupo Control, se evidencié hemorragia intra

parenquimatosa renal de etiologia traumatica.
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llustracion 15. Conejo Sham #6. Hallazgo incidental de
microquiste renal visto al microscopio de luz, tincién
hematoxilina-eosina (magnificacion 4x)

llustracion 16. Conejo Sham #1. Hallazgo incidental de
dilatacion y congestion vascular, visto al microscopio de luz,
tincion hematoxilina-eosina (magnificacion 40x)

Hallazgos en Grupo Control.

Hallazgos histopatologicos congruentes con NTA.

e Detritos celulares.

e Restos proteinicos intraluminales.
e Pérdida del borde en cepillo.

e Cambios mitosicos.

e Apoptosis.
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HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS TUBULARES RENALES
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40%
30%
20%
13% 13%
10%
0% 0% 0%
0%
Detritos Perdida del Cambios Restos
intraluminales borde en cepillo mitoticos proteinicos

celulares intraluminales

B SHAM EACIDO ASCORBICO m CONTROL

llustracion 17. Hallazgos histopatoldgicos de necrosis tubular aguda
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Tabla 9. Hallazgos histopatol6gicos por grupo de experimentacion.

GRUPO/HALLAZGO GRUPO SHAM GRUPO CONTROL GRUPO ACIDO ASCORBICO
HISTOPATOLOGICO
DETRITOS AUSENTE 0% 63% 50
INTRALUMINARES %
PERDIDA DEL BORDE EN AUSENTE 0% 50% AUSENTE 0%
CEPILLO
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CAMBIOS MITOTICOS AUSENTE 0% 13% AUSENTE 0%
CELULARES
RESTOS PROTEINICOS AUSENTE 0% 13% AUSENTE 0%

INTRALUMINARES

Estadificacion de dafio tubular proximal.

Se utilizo la escala propuesta por Houghton & cols., a través de la cual se identifico al 100% de los
sujetos del grupo Sham con criterios de normalidad. Luego, en el grupo Control se ubic6 87.5% dentro
del estadio 3, y el 12.5% restante en el estadio 4. Finalmente, en el grupo de Acido Ascorbico 50% se

encontré dentro de la categoria 1, mientras que el 50% restante correspondio a la categoria 2.
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SCORE PROMEDIO
DANO HISTOPATOLOGICO RENAL

3,5

2,5

1,5

SCORE HOUGHTON Y COLS.

0,5

SHAM CONTROL ASCORBICO

Gréfico 8. Score promedio de dafio histopatoldgico renal (Houghton y cols)

Analisis estadistico.

La prueba exploratoria de normalidad no fue superada, el tratamiento estadistico de los datos para la
evaluacion histopatologica se realizo mediante el test de Kruskal Wallis, que reveld significancia
estadistica entre los tres grupos (p<0.0001****), encontrando ademas diferencias entre el grupo Sham
y Control (p<0.001***). No existio diferencia estadisticamente significativa entre los grupos Sham vs.

Acido Ascorbico ni entre el grupo Control vs. Acido Ascorbico (p>0.05).
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DISCUSION.

La injuria renal aguda puede estar asociada al uso de aminoglicosidos (AMG), antimicrobianos usados
en escenarios clinicos para el control de enfermedades infecciosas ocasionadas por bacterias gram
negativas. Los mecanismos involucrados en la nefrotoxicidad ocasionada por AMG son diversos, entre
ellos se encuentran la muerte de las células tubulares, las alteraciones subletales en la reabsorcion

tubular, el dafio glomerular y el stress oxidativo (Rivas-Cabafero, 1995).

Se ha demostrado que animales tratados con dosis bajas pero terapéuticas (10-20 mg/kg/dia) de AMG,
han presentado apoptosis y fosfolipidosis lisosomal en las células tubulares proximal(51) (EI Moudden
et al.,, 2000), su uso en humanos ha demostrado que la administracion de gentamicina esta
relacionada directamente a dafio tubular renal, corrobordndose con elevaciones significativas de la
enzima N-acetil-B-D glucosaminidasa y elevacion de parametros bioguimicos como la creatinina
sérica(52,53), Wiland et al, 2003 y Selby et al., 2009. Desde este punto de vista y dada la utilidad de
estos agentes terapéuticos en el manejo de infecciones por gran negativos surge la posibilidad de
investigar sustancias capaces de disminuir directa o indirectamente el impacto nefrotoxico de la

gentamicina; situacion en la cual juegan un papel importante los antioxidantes.

El acido ascorbico es un reconocido antioxidante que actla como barredor de radicales libres de
oxigeno y como co-antioxidante (Padayatti et al, 2004)(42). La mayoria de sus reacciones se deben a
su fuerte potencial reductor desplazando al acido L-ascorbico a su forma oxidada L-dehidroascorbico,

lo cual permite su accion contra radicales oxidativos (Ustundag et al, 2008). Dichos mecanismos lo
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hacen idéneo para plantear su uso como aminorador del dafio oxidativo ocasionado a nivel renal por la

gentamicina.

El modelo animal de nefrotoxicidad inducida por gentamicina permitio evaluar el efecto protector de
acido ascorbico mediante la determinacion de parametros bioquimicos, enzimaticos e histopatoldgicos.
A su vez, este logra reproducir el efecto deletéreo de la dosis de gentamicina utilizada en el tiempo. El
resultado del andlisis estadistico demuestra variaciones estadisticas dentro del grupo control en los
diferentes momentos (p<0.05), ademas se observa la tendencia a la elevacion de los niveles séricos de
creatinina, con el incremento concomitante de la actividad enzimatica (NAG) con respecto a los demas

grupos experimentales.

La tendencia al incremento de los niveles de Cr-S entre M2 y M3 (72 horas), concuerdan con la
literatura, donde se cita que la elevacion de la creatinina logra detectarse a partir de las primeras 48-72
horas posterior a la injuria renal (53) (Lerma et al, 2011). Sin embargo los incrementos porcentuales
dados de M1 a M3 fueron de 0.22% en el grupo SHAM (p=0.0989), 44.1% para el grupo tratado con
Gentamicina (p=0.0001) y 32.22% para el grupo tratado con Acido Ascorbico (p=0.0011), dichos
resultados muestran un efecto amortiguador leve en el incremento de creatinina, en comparacion al
dafio ocasionado por gentamicina administrada aisladamente, esta diferencia no report6 significancia
estadistica, pero es sustentada por la tendencia en la disminucion observada en los parametros de
actividad enzimatica e histopatologia que se reportaran mas adelante. Los estudios realizados por
(Stojiljkovic et al, 2010; Mehri et al, 2005) reflejan tendencias similares en el comportamiento de Cr-S
posterior al tratamiento Gnico con gentamicina vs. Tratamiento con gentamicina y acido ascérbico

administrado simultaneamente.
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Al analizar las muestras de Cr-S individualmente, se evidencié que segln la clasificacién RIFLE el
100% de los sujetos del grupo Sham se encuentran dentro de una categoria “Normal”, mientras que en
el grupo Control se encontré una distribucion de estatificacion en la categoria “Risk” (Riesgo) a un
50% de las unidades experimentales, 12.5% en “Injury” (Injuria), y un 37.5% restante en el grado de
“Normal”. En forma contrastante, el grupo tratado con Acido Ascorbico en su mayoria 87.5% se ubico
en la categoria NORMAL y un 12.5% ubicado en “Risk™ permitiendo concluir que la aplicacion de
Gentamicina en el modelo genera mayores porcentajes de dafio renal; resultados que extrapolados a
informacién bibliografica clinica muestran un comportamiento similar, Selby et al, en el afio 2009
estudiaron durante un mes a 228 pacientes tratados con gentamicina a los que se monitorizo sus
niveles de creatinina sérica los resultados dentro de la clasificacion RIFLE obtuvieron porcentajes de
17.7% en risk, 4.3% en injury, 2.4% en failure.

La actividad enzimatica de N-Acetil-B-D glucosaminidasa guarda una estrecha relacion con el dafio
del tabulo proximal renal, sitio en donde se localiza el dafio por AMG, el incremento de las cifras de la
actividad enzimatica son proporcionales a la magnitud del dafio tubular proximal, en el modelo los
valores encontrados resultaron ser ascendentes para el grupo control con una x en M1 de 0.4287UI/L
y 1.4UI/L en M3 (327%), en el grupo Sham una elevacion porcentual de 185% y CERO elevacion
para el grupo tratado con acido ascérbico, resultados esperanzadores a favor de la terapia con vitamina
C, respaldado por Mehri y colaboradores en el afio 2005 quienes reportaron la inhibicion de las
enzimas urinarias mediante la administracion oral de 200 mg de acido ascorbico solo o en

combinacion a vitamina E, en ratas tratadas con gentamicina.

El gasto urinario al inicio de la fase de ambientacion estuvo manifestado en poliuria, muy
probablemente debido a estrés de los sujetos de experimentacion. Después de esta fase de

ambientacion se consigue una estabilizacion previa a la fase terapéutica.

La fase de tratamiento mostro una tendencia al aumento del gasto urinario, sin embargo los niveles del

gasto urinario en el grupo control alcanzaron niveles politricos entre el 9°-11° como lo describe
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Lopez-Novoa, 2011 en donde se afirma el desarrollo de una falla renal no oligdrica o polidrica por el
uso de aminoglucésidos. Dicha tendencia no fue observada en los grupos Sham o Acido Ascorbico

donde se observaron valores dentro de los limites normales de diuresis.

El analisis histopatoldégico muestra lesiones principalmente en el epitelio tubular proximal, tal como se
ha observado en otros estudios que aplican modelos similares en los que se ha administrado
gentamicina, evidenciando hallazgos de de necrosis tubular aguda.

Los resultados derivados del estudio muestran un 63% de unidades experimentales con detritos
intraluminales proteinicos, los hallazgos referentes a la pérdida del borde en cepillo (50%), cambios
celulares mitdticos (13%), restos proteinicos intraluminales (13%) entre otros. Stojiljkovic et al, y
Mehri et al reportan estos hallazgos de igual manera. Es importante recalcar que la presencia de las
caracteristicas anteriores fueron vistas a predominancia del grupo tratado con gentamicina, contrario al
comportamiento del grupo sham y acido ascorbico, donde las alteraciones histopatoldgicas fueron

significativamente menores o nulas.

La evidencia obtenida del modelo permite concluir que el acido ascorbico aminora el efecto
nefrotdxico de la gentamicina, inhibe la actividad enzimética y disminuye los porcentajes relativos de

dafio renal convirtiéndolo en un agente nefroprotector.
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CONCLUSIONES.

e Gentamicina a dosis de 80 mg/kg/dia via .M. en conejos, durante un periodo de 5 dias, se
comporta conforme al escenario clinico, por lo tanto puede constituir un modelo experimental
para estudios de dafio por AMG.

e A pesar de no haber obtenido una diferencia estadisticamente significativa, el acido ascérbico
presento niveles séricos de creatinina considerablemente menores que el grupo Control.

e La actividad de la enzima N-acetil B-D glucosaminidasa fue considerablemente mayor en el
grupo manejado aisladamente con Gentamicina.

e Elacido ascorbico inhibe totalmente la actividad de la enzima N-acetil- B-D glucosaminidasa a
dosis de 200 mg/kg/dia por via intraperitoneal, durante un periodo de 5 dias.

e A través del analisis del gasto urinario, se concluye que la gentamicina induce una falla renal
no oligurica/polirurica.

e La gentamicina induce lesiones en el tdbulo proximal renal, visibles a la microscopia de luz,
relacionadas a las alteraciones bioquimicas, enzimaticas y funcionales del rifion. Mientras que

el acido ascérbico aminora histopatoldégicamente el dafio renal.
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RECOMENDACIONES.

e Realizar modelos con una mayor cantidad de sujetos experimentales, y aumentar asi el tamafio
de la muestra.

e Realizar mejoras en el disefio estructural de la caja metabdlica, para obtener medidas mas
exactas de la diuresis en cada sujeto de experimentacion.

e Ejecutar estudios de investigacion en los que se observe el comportamiento de los parametros
bioguimicos, enzimaticos y funcionales con mayor frecuencia y durante un mayor periodo de
tiempo.

e Elaborar trabajos experimentales utilizando acido ascorbico y vitamina E como sustancias
nefroprotectoras de manera aislada y simultdneamente.

e Realizar modelos experimentales de injuria renal aguda, evaluando otras variables que puedan
brindar informacién funcional adicional, entre ellos: taza de filtracion glomerular, depuracion
de creatinina, densidad urinaria, fosfolipiduria, Na+ y K+ urinario, microscopia electronica.

e Formular modelos experimentales que utilicen acido ascorbico por otras vias de

administracion, menos invasivas que la via intraperitoneal.
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PRESUPUESTO

Tabla 10. Presupuesto

Insumo Costo ($)

Jaulas primeras 65.00

Mallas 8.80

Alambrén 2.30

Ketamina primera fase 60.00

Conejos Sham/Control 61.60

Ganchos adhesivos 5.10

Botes de vidrio (rifiones) 9.00
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Ketamina segunda fase 20.00

Jeringas 31.93

Tubos de ensayo 10.00

Caja para laminas microscopio 11.30

Pinzas Murphy 15.00

Bascula 18.00

Puntas amarillas para pipeta 6.23

Gabachones 50.00

Total Presupuesto $1,985.49
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CRONOGRAMA.

Tabla 11. Cronograma de trabajo

PROYECTO FECHA DURACION FECHAFINAL
INICIO

SELECCION DE TEMA DE INVESTIGACION 1/2/2011 20 20/02/2011

BUSQUEDA DE BIBLIOGRAFIA 21/02/2011 8 28/02/2011

REDACCION DE PLANTEAMIENTO DEL 1/3/2011 11 11/3/2011

PROBLEMA, JUSTIFICACION, MARCO TEORICO

ENTREGA PROTOCOLO PRELIMINAR 12/3/2011 1 12/3/2011

REDACCION DE OBJETIVOS, MARCO TEORICO, 13/3/2011 15 27/3/2011

BIBLIOGRAFIA

CORRECCIONES POR ASESOR 27/3/2011 5 31/3/2011

PRESUPUESTO 11/4/2011 18 28/4/2011

DISENO Y CONSTRUCCION DE CAJAS 2/5/2011 27 29/5/2011

METABOLICAS

PRUEBA DE FUNCIONALIDAD DE CAJAS 30/5/2011 7 5/6/2011

METABOLICAS

SOLICITAR AUTORIZACION PARA ALOJAR 6/6/2011 6 12/6/2011

CONEJOS EN LABORATORIO DE UJMD

LOGISTICA DE FASE EXPERIMENTAL 13/6/2011 7 19/6/2011

COMPRA DE CONEJOS SENUELO Y 27/6/2011 7 3/7/2011

AMBIENTACION POR 1 SEMANA

EJECUCION DE PRUEBA PILOTO 4/7/2011 8 11/7/2011

ANALISIS DE RESULTADOS P. PILOTO 11/7/2011 7 17/7/2011

COMPRA DE CONEJOS GRUPO SHAM Y 18/7/2011 7 24/7/2011

AMBIENTACION

EJECUCION FASE EXPERIMENTAL GRUPO SHAM 25/7/2011 7 31/7/2011

ANALISIS DE RESULTADOS GRUPO SHAM 1/8/2011 7 7/8/2011

COMPRA DE CONEJOS GRUPO CONTROL Y 8/8/2011 7 14/8/2011

AMBIENTACION

EJECUCION DE FASE EXPERIMENTAL GRUPO 15/8/2011 7 21/8/2011

CONTROL

ANALISIS RESULTADOS GRUPO CONTROL 22/8/2011 7 28/8/2011

COMPRA DE CONEJOS GRUPO ACIDO ASCORBICO  29/8/2011 7 4/9/2011

Y AMBIENTACION

EJECUCION DE FASE EXPERIMENTAL GRUPO AC. 5/9/2011 7 11/9/2011

ASCORBICO

ANALISIS DE RESULTADOS GRUPO AC. 12/9/2011 7 18/9/2011

ASCORBICO

ENTREGA DE MUESTRAS A PATOLOGO 25/9/2011 1 25/9/2011

CONSOLIDADO DE RESULTADOS 26/9/2011 7 2/10/2011

LECTURA DE MUESTRAS HISTOPATOLOGICAS 3/10/2011 7 9/10/2011

REDACCION DE RESULTADOS, ANALLISIS, 10/10/2011 7 16/10/2011

DISCUSION, CONCLUSIONES Y
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RECOMENDACIONES
REVISION DE DOCUMENTO FINAL CON ASESOR
CORRECCIONES FINALES DE DOCUMENTO

ENTREGA DE DOCUMENTO FINAL A COMITE DE
GRADUACION Y EVALUADOR

ELABORACION DE PRESENTACION DE DEFENSA
DE TESIS

DEFENSA ORAL DE TESIS

24/10/2011
31/10/2011
7/11/2011

14/11/2011

1/2/2012

14

25

30/10/2011
6/11/2011
13/11/2011

27/11/2011

25/2/2012
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ANEXOS

Anexo 1. Volumen urinario y gasto urinario por dia y por sujeto de experimentacion

GRUPO SHAM.
GRUPO/ DIA PESO Kg VOL. GASTO
# DE URINARIO URINARIO
CONEJO mL mL/kg/hr
CS1 1 1.3 64 2.1
2 41 1.3
3 80 2.6
4 155 5.0
S) 50 1.6
6 40 1.3
7 36 1.2
8 1.3 52 1.7
9 60 1.9
10 43 1.4
11 50 1.6
12 50 1.6
13 41 1.3
CS2 1 1.2 100 3.5
2 145 5.0
3 125 4.3
4 125 4.3
5 100 3.5




EFECTO NEFROPROTECTOR DEL ACIDO ASCORBICO EN UN MODELO DE DANO RENAL INDUCIDO POR GENTAMICINA EN CONEJOS.

2012

6 118 4.1
7 62 2.2
8 1.3 71 2.3
9 155 5.0
10 136 4.4
11 80 2.6
12 150 4.8
13 128 4.1
CS3 1 1.3 85 2.7
2 100 3.2
3 140 4.5
4 210 6.7
5 50 1.6
6 102 3.3
7 55 1.8
8 1.3 42 1.3
9 60 1.9
10 56 1.8
11 40 1.3
12 50 1.6
13 45 1.4
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CS4 1 1.2 80 2.8
2 97 3.4
3 140 4.9
4 90 3.1
5 110 3.8
6 75 2.6
7 48 1.7
8 1.35 50 1.5
9 60 1.9

10 102 3.1
11 145 4.5
12 50 1.5
13 174 5.4

CS5 1 1.2 100 3.5
2 78 2.7
3 200 6.9
4 30 1.0
5 60 2.1
6 55 1.9
7 35 1.2
8 1.3 50 1.6
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9 170 54
10 70 2.2
11 40 1.3
12 50 1.6
13 87 2.8

CS6 1 1.2 110 3.8

2 60 2.1

3 200 6.9

4 200 6.9

5 150 5.2

6 51 1.8

7 77 2.7

8 1.3 45 1.4

9 70 2.2
10 80 2.6
11 40 1.3
12 40 1.3
13 76 2.4

CS7 1 1.2 70 2.4

2 60 2.1

3 105 3.6
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4 115 4.0
5 80 2.8
6 63 2.2
7 50 1.7
8 1.4 47 1.4
9 80 2.4
10 50 1.5
11 35 1.0
12 45 1.3
13 164 4.9
CS8 1 2 110 2.3
2 165 3.4
3 120 2.5
4 90 1.9
5 150 3.1
6 130 2.7
7 136 2.8
8 1.4 72 2.1
9 60 1.8
10 83 2.5
11 80 2.4
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12 40 1.2
13 112 3.3
GRUPO CONTROL.
GASTO
VOL. URINARIO
GRUPO DIA PESO Kg| URINARIO mL mL/kg/hr
1 85 3.5
2 70 2.9
3 75 3.1
4 75 3.1
5 75 3.1
6 63 2.6
CC1
7 1 42 1.8
8 46 1.9
9 55 2.2
10 100 4.1
11 30 1.2
12 1.025 85 3.5

112




EFECTO NEFROPROTECTOR DEL ACIDO ASCORBICO EN UN MODELO DE DANO RENAL INDUCIDO POR GENTAMICINA EN CONEJOS.

2012

13 100 4.1
1 100 3.5
2 125 4.3
3 100 3.5
4 135 4.7
5 120 4.2
6 85 0.7

CC2 7 1.2 86 3.0
8 60 2.1
9 55 1.9

10 100 3.5

11 60 2.1

12 95 3.3

13 1.2 96 3.3
1 90 2.9
2 120 3.8
3 110 3.5

CC3 4 110 3.5
5 100 3.2
6 187 6.0
Il 1.3 85 2.7
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8 125 4.7
9 60 2.3
10 225 8.5
11 165 6.3
12 100 3.8
13 1.1 152 5.8
1 100 3.5
2 140 4.9
3 150 5.2
4 135 4.7
5 130 4.5
6 110 3.8
CC4 7 1.2 47 1.6
8 92 3.1
9 45 1.5
10 196 6.5
11 100 3.3
12 100 3.3
13 1.25 67 2.2
1 100 3.5
CC5

2 1.2 150 5.2
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3 180 6.3
4 155 5.4
5 150 5.2
6 90 3.1
7 45 1.6
8 46 1.6
9 80 2.8
10 105 3.6
11 90 3.1
12 80 2.8
13 1.2 76 2.6
1 110 4.2
2 145 5.5
3 180 6.8
4 185 7.0
5 105 4.0
CC6
6 183 6.9
7 1.1 33 1.3
8 95 3.3
9 50 1.7
10 1.2 172 6.0
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11 100 3.5
12 130 4.5
13 178 6.2
1 130 4.5
2 120 4.2
3 110 3.8
4 100 3.5
5 110 3.8
6 166 5.8
CC7 7 1.2 135 4.7
8 45 1.6
9 30 1.0
10 45 1.6
11 60 2.1
12 80 2.8
13 1.2 142 4.9
1 100 3.5
2 95 3.3
CCs8 3 170 5.9
4 115 4.0
5 1.2 110 3.8
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6 117 4.1
7 94 3.3
8 115 4.0
9 90 3.1
10 175 6.1
11 95 3.3
12 140 4.9
13 1.2 152 53
GRUPO ACIDO ASCORBICO.
GASTO
VOL. URINARIO
GRUPO DIA PESO Kg | URINARIO mL mL/kg/hr
1 82 2.7
2 105 3.5
3 95 3.2
4 60 2.0
CAl
5 50 1.7
6 60 2.0
7 30 1.0
8 1.25 100 3.3
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9 30 1.0
10 55 1.8
11 60 2.0
12 40 1.3
13 50 1.7

1 150 5.2

2 100 3.5

3 165 5.7

4 100 3.5

5 60 2.1

6 80 2.8

CA2 7 45 1.6

8 40 14

9 10 0.3
10 40 1.4
11 80 2.8
12 50 1.7
13 1.2 70 2.4

1 93 3.2

CA3 2 180 6.3

3 1.2 140 4.9
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4 165 5.7
5 150 5.2
6 200 6.9
7 150 5.2
8 215 7.5
9 120 4.2
10 120 4.2
11 90 3.1
12 30 1.0
13 50 1.7
1 45 1.6
2 130 4.7
3 105 3.8
4 100 3.6
5 120 4.3
CA4 6 150 5.4
7 165 6.0
8 50 1.8
9 35 1.3
10 40 1.4
11 1.15 50 1.8
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12 50 1.8
13 100 3.6
1 110 3.8
2 120 4.2
3 60 2.1
4 95 3.3
5 100 3.5
6 140 4.9
CAS5 / 80 2.8
8 80 2.8
9 60 2.1
10 50 1.7
11 40 1.4
12 50 1.7
13 1.2 60 2.1
1 120 4.5
2 100 3.8
3 50 1.9
CAG6

4 105 4.0
5 50 1.9
6 1.1 50 1.9
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7 50 1.9
8 60 2.3
9 80 3.0
10 55 2.1
11 70 2.7
12 60 2.3
13 140 5.3
1 66 2.2
2 80 2.7
3 50 1.7
4 110 3.7
5 65 2.2
6 60 2.0
CA7 7 120 4.0
8 50 1.7
9 35 1.2
10 135 4.5
11 80 2.7
12 40 1.3
13 1.25 90 3.0
CAS8 1 1.1 72 2.7
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2 165 6.3
3 90 3.4
4 120 4.5
5 100 3.8
6 220 8.3
7 120 4.5
8 70 2.7
9 75 2.8
10 85 3.2
11 180 6.8
12 140 5.3
13 195 7.4
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Anexo 2. Escala de dafio tubular (Houghton y cols) Escala de dafio tubular.

FECHA

ESPECIMEN

RINON DERECHO | |1zauierDo| |

DIMENSIONES

HALLAZGOS CASUALES

GLOMERULOS

TUBULOS

CALICES

OTROS

ESCALA DANO
TUBULAR 0 1 2 3 4

0: Normal

1: Desquamation of tubular epithelial cells in small foci (<1% of total tubule population involved)
1: Focal granulovaculor epithelial cell degeneration and granular debris in tubular lumina with or
without

desquamation

2: Tubular epithelial necrosis and desquamation are prominent but involve <50% of cortical tubules.
3:>50% proximal tubules are undergoing necrosis and desquamation, but intact tubules are

easily

identified.

4: 100%-90% proximal tubular necrosis
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Anexo 3. Valores absolutos Cr-S, NAG // Escala de dafio histopatolégico y RIFLE por grupo de
experimentacion y sujeto.

SUJETO




EFECTO NEFROPROTECTOR DEL ACIDO ASCORBICO EN UN MODELO DE DANO RENAL INDUCIDO POR GENTAMICINA EN CONEJOS.

2012
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NORMAL
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Anexo 4. Caja metabolica
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