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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El dafio renal resultante del fendmeno de Isquemia/Reperfusiéon (I/R) se ha
relacionado con la sobreproducciéon de radicales libres de oxigeno y su influencia
sobre el mecanismo de muerte celular programada (apoptosis). Es importante
establecer entonces: ;Tendra el DMSO algin impacto sobre el dafo renal y la
muerte celular por apoptosis en unidades experimentales sometidas a I/R de dicho

organo?



2. JUSTIFICACION.

La Falla Renal Aguda (FRA) es una afeccion comun que se desarrolla en
aproximadamente 5% de todos los pacientes hospitalizados! y hasta en 25% de
pacientes en Unidades de Cuidados Intensivos, con un rango amplio y variable de
mortalidad del 15% al 60%?2. Las consecuencias clinicas de los pacientes que
sobreviven a FRA conducen a la falla renal crénica del 2% al 10%, llegando a
requerir de dialisis o trasplante renal, lo que conlleva altos costos para los sistemas

de saludl.

El fenémeno de I/R es la principal causa de FRA3. La isquemia renal es un
fenbmeno comun que se hace presente en multiples situaciones médicas y
quirurgicas, como: Trasplantes renales, tratamiento de aneurismas suprarrenales,
reconstruccién de arterias renales, arresto cardiaco y choquel3. En todas estas

afecciones hay una caida transitoria del flujo sanguineo renal.

El restablecimiento del flujo sanguineo es vital para la supervivencia del tejido
isquémico; sin embargo, existe evidencia de que la reperfusiéon en si causa un dano
celular ulterior que podria ser superior al causado meramente por el periodo de

isquemia3.

El fendmeno de reperfusion es caracterizado por la produccion de radicales libres
de oxigeno(RLO), activacién endotelial, liberacion de citoquinas, expresién de
moléculas de adhesiéon y otros fenémenos que conllevan a la activaciéon de los
leucocitos circulantes los cuales son responsables de las principales lesiones post
reperfusion. Dentro de los anteriores fendmenos la sobreproduccién de los RLO
esta identificada como uno de los desencadenantes de la apoptosis celular, la cual
es un mecanismo existente para la eliminacion de células indeseables o percibidas

como tales sin producir reacciéon inflamatoria.

La isquemia conduce invariablemente a necrosis; sin embargo, todos los factores
que producen necrosis pueden inducir apoptosis, si las células expuestas a la noxa,

sobreviven>.



Aunado esto, a la formacién de RLO por el fendmeno de reperfusion, la apoptosis
es una condicién que podria llegar a causar un dafio tisular mayor sobre aquel

causado propiamente por la necrosis isquémica.

Se han propuesto diferentes sustancias para reducir o evitar el dafio causado por el
fendmeno de I/R mediante la eliminaciéon de los RLO en diferentes 6rganos. El
DMSO es una de ellas y se ha estudiado su efecto especificamente en el rifién,

observandose propiedades protectoras posteriores a periodos de isquemia®.

En esta investigacion se pretende reproducir un modelo de I/R renal en conejos y
evaluar el efecto del DMSO sobre la apoptosis y el dafio renal, en contraste con el

grupo control manejado dnicamente con liquidos endovenosos.



3. MARCO TEORICO.

3.1. Dafio Renal Agudo.

Falla renal aguda o dafio renal agudo (DRA), como es ahora conocido en la
literatura, se define por un subito descenso en la funcién de la filtracién renal?s.
Dicha condicién es reflejada precozmente por la disminuciéon de la excrecién
urinaria y posteriormente por el aumento en la concentracion sérica de creatinina

y nitrégeno ureico’.

El DRA es de importancia critica en medicina por presentarse aproximadamente
en el 1% de todos los pacientes al momento de ser ingresados en un centro
hospitalario, desarrollarse en un 2 al 7% de los pacientes ya hospitalizados y hasta
de un 30% de los pacientes que se encuentran en unidad de cuidados intensivos?.
Dicha condicion presenta una mortalidad entre 25 a un 90% dependiendo de las

condiciones del paciente8.

En el pasado han habido mas de 35 definiciones de DRA basandose en valores fijos
de incremento de creatinina o produccion de orina7.%10, Recientemente en un
consenso de la Acute Dialisis Quality Iniciative (ADQI), intensivistas y nefrélogos,
publicaron una definicién de DRA conocida como RIFLE, por sus siglas en ingles:

“Risk”, “Injury”, “Failure”, “Loss” 'y “End Stage”7:82:10,

Figura 1. Acronimo de RIFLE

GFR criteria Urine output criteria
Imagen tomada de: Clarkson
Increased SCreat X 1.5

M, Friedewald ], Eustace], Risk or U0 <.5 mi/kg/h

_ _ GFR decrease > 25% xBhe High
Rabb H. Acute Kidney Injury. g1

sensitivity
En Brenner B,Levine S. Increased SCreat X 2 § o <5 mikg/h
. Injury or x 12 hr
Brenner and Rector's: The GFR decrease >50%
Kidney. 8 ed. China: Elsevier, Increased SCreat X 3
GFR decrease >75% § UO <.3 mikgh &
2008. P. 943-75 Mexico: or X 24 hror 3
Failure SCreat =4 mg/dl Anuria X 12 hrs &
Interamericana; 1994. Acute rise >0.5mg/dI
High

p-179-184. specificity

Persistent ARF** = complete loss
Loss of kidney function >4 weeks

End Stage Kidney Disease

ESKD (=3 months)




RIFLE clasifica el DRA en tres estadios de severidad: Riesgo, Dafio y Falla Renal
(Figura 1), en base a esto, se categoriza el tratamiento siendo preventivo, curativo

o de soporte, respectivamente? 10,

El termino DRA es un concepto revolucionario por ser dinamico al valorar el dafio
renal, extendiéndose desde la fase de inicio, el mantenimiento, hasta la

recuperacion del mismo?. 19,

Cada fase del dafio renal tiene su propia severidad y duracion, existiendo asi
diferentes estadios del funcionamiento del filtrado renal’8; por lo tanto, el DRA
puede presentarse oligirico o no oligirico, con o sin necrosis tubular, teniendo

subitos o lentos incrementos en los niveles séricos de los cuerpos nitrogenados 8.

El DRA puede presentarse en tres escenarios clinicos:
1. Como un proceso adaptativo a una deplecion del volumen e hipotension, sin
dafio intrinseco renal.
2. En respuesta a un dafio renal por citotéxicos, isquemia o proceso
inflamatorio, que conlleve a un dafio estructural y funcional del rifién.

3. Por una obstruccidn del flujo urinarios.

Por lo tanto; las causas de DRA se clasifica en: Prerrenal, intrinseca y posrenal.

El DRA prerrenal representa la causa mas comun de dafio renal”8, ya que suele
presentarse comuUnmente en varios escenarios clinicos caracterizados por
hipovolemia, disminuciéon de la funcién cardiaca, vasodilataciéon sistémica o
vasoconstriccion intrarrenal’; como se puede observar en las pérdidas del
volumen sanguineo por infecciones gastrointestinales, quemaduras, hemorragias,
entre otros, asi como en escenarios de disminucién de la perfusién renal en

pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva y choque&.

En un DRA prerrenal la integridad del parénquima renal es mantenido por una
serie de mecanismos compensatorios que van desde la activacion de las arterias

aferentes para relajarse, hasta la liberaciéon de vasodilatadores prostaglandinicos y



oxido nitrico al igual que de angiotensina II por parte parénquima renal’, lo que
mantiene la presién intraglomerular, y por ende una adecuada filtraci6on

glomerular y preservacion renal.

Sin embargo, una hipoperfusiéon renal continua o severa (presion arterial media
menor de 70 mm Hg), puede sobrepasar las acciones protectores de los
mecanismos compensatorios y causar rapidamente una Necrosis Tubular Aguda
(NTA)?. Por lo que el DRA prerrenal y la NTA isquémica, son cominmente vistas en
la fisiopatologia de la falla renal aguda, siendo entidades que coexisten

frecuentemente en muchos escenarios clinicos’.
La NTA isquémica y toxica son responsables de aproximadamente el 80 al 90 % de
los casos de DRA intrinseco. Desde un punto de vista clinico-patolégico las

principales causas de DRA intrinseca son las enlistadas en la Cuadro 1.

Cuadro N°1. Causas de Daiio Renal Agudo?.

Nivel de afeccion Causa del daiio renal

Afeccion de vasos renales Arteriales. Trombosis,
glomerulares y de microvasculatura arterioembolismos, vasculitis.
Venosos. Trombosis, compresion.
Inflamatorios. Glomerulonefritis,
vasculitis, radiacion.

Afeccion de los tibulos renales Vasoespasticos. Hipertension maligna,
toxemia del embarazo, escleroderma,
hipercalcemia, drogas, agentes de
contraste.

Hematoldgicos. Sindrome hemolitico
urémico, purpura trombocitopénica,
coagulacién vascular diseminada,
sindrome de hiperviscosidad.

Isquemia por hipoperfusion.

Afeccion del intersticio tubular Toxinas exdgenas. Antibioticos,
antioncoéticos, venenos.

Toxinas endogenas. Mioglobulina,
mielomas, acido trico.

Nefritis intersticial alérgica.
Infecciones.

Infiltrados. Linfomas, leucemias.




Como se mencion6 anteriormente el término patologico de NTA y los términos
clinicos FRA o DRA son comunmente utilizados e intercambiados cuando nos
referimos a dafio renal isquémico o nefrotéxico’. DRA prerrenal y la NTA
isquémica son parte de un espectro de manifestaciones del fendémeno de
hipoperfusion prerrenal, siendo el DRA observado en casos de hipoperfusion leve a

moderada y la NTA isquémica en los casos de exposicion prolongada o severa?.

Es de resaltar que la NTA se observa con mayor frecuencia en los casos clinicos
donde existe una cirugia mayor, traumas e hipotension severa, quemaduras y
sepsis graves. Es una de las complicaciones mas prevalentes en las cirugias donde

se debe de clampar el flujo sanguineo aértico o renal por mas de 60 minutos’.

Morfologicamente el DRA causado por disminucién del flujo sanguineo y/o
isquemia se observa principalemente en la medula externa y corteza del rifién.
Dicho dafo involucra el pars recta del tubulo proximal y el asa ascendente gruesa
de la nefrona distal. Estos dafios celulares inducen estados de apoptosis, necrosis y
otros tipos de disfuncion celular?. Los cambios que se evidencian por microscopio

de luz se presentan en la tabla 211,

Cuadro N°211, Cambios microscopicos caracteristicos de la

necrosis tubular aguda.

¢ Hiperemia medular e (élulas intratubulares

¢ Vacuolizacion citoplasmatica e (ilindros Hialinos

¢ Edema Intracelular e Dilatacién tubular

¢ Degeneracion hidropica ® Presencia de leucocitos
espongosa ¢ Nucleos hipercromaticos

e (Citoplasma epitelial baséfilo e (Cariorrexis

e Pérdida del borde en sepillo e (ariolisis

¢ Ruptura de membarana celular e Nucleos picnéticos

¢ Adelgazamiento del epitelio ® Prominencia del epitelio

e Separacion de membrana basal parietal de la capsula de

e Tubulorrexis Bowman




Como se menciond anteriormente a existido una gran discordancia en las
definicion de DRA, esto se debe en su mayoria a que no existe una uniformidad en
qué marcadores de dafio renal a utilizar1012, Sin embargo, la mayoria de estas
definiciones incluye el uso de la creatinina sérica y la excrecién urinaria como

parametros para determinar el grado de funcionamiento renal?.

3.1.1. Pardmetros Bioquimicos de la Funcién Renal.

La creatinina, es un compuesto de aminoacido derivado de la conversiéon no
enzimatica de la creatina a fosfocreatinina en el musculo esquelético y
posteriormente metabolizada en el higado para formar la creatinina sérica. Se
caracteriza por ser un componente liberado constantemente en el plasma, que se
filtra pasivamente en el glomérulo y no es reabsorbida o metabolizada por el rifién.
Son estas caracteristicas las que le proporcionan su relevancia para determinar la
funcion renal, por reflejar de una forma indirecta la tasa de filtrado glomerular. El
aumento sérico de creatinina es inversamente proporcional al filtrado glomerular

y generalmente implica una disminucion de la funcién renal?. 10. 12,

La cuantificacién de la excrecién urinaria, es una practica estandarizada para
evaluar la funcién renal en los pacientes en cuidados intensivos. La medicién de
este pardmetro ofrece un dato dindmico y correlativo con la funcién renal,
ofreciendo una mayor sensibilidad en la determinacién de la hemodindmica renal

que los marcadores bioquimicos? 1213,

La urea sérica, es un producto soluble que proviene del metabolismo de las
proteinas. Al igual que la creatinina presenta una tendencia inversamente
proporcional al filtrado glomerular; sin embargo, es un marcador no especifico de
la funcién renal por presentar muchos factores extra renales que alteran sus
niveles séricos, al igual que su produccién no es constante como la de la creatinina.

Por tanto, es un marcador pobre del filtrado glomerular y no refleja el DRA2.

La cistatina C, es un inhibidor de la cistatina proteasa endégena. Es sintetizada y

liberada al plasma de forma constante por todas las células nucleadas del cuerpo.



Su caracteristica principal para la evaluacién del funcionamiento renal, radica en
que es catabolizada en mas de un 99% en el rifi6n y filtrada libremente por el
glomérulo, sin sufrir reabsorcién o excrecion renal de ningtn tipo. Es por eso que
una disminucién del filtrado glomerular correlaciona con incrementos séricos de
los niveles de cistatina C y viceversa. Se considera que este marcador puede ser
mas sensible a la detecciéon temprana de dafios renales leves y moderados en
comparacién con la creatinina sérica. Es de resaltar que en el presente ain no ha
sido estandarizado su uso para determinar DRA por lo que no es cominmente
realizado. Ademas, representa un alto costo al igual que otros biomarcadores

séricos de nueva generacion’ 12 13,

Tanto la proteinuria como los sedimentos urinarios han sido utilizados para
evaluar la funcién renal; sin embargo, no existen suficientes estudios clinicos que

proporcionen su importancia en la deteccién y prondstico del DRA12 13,

3.2. Fendmeno Isquemia-Reperfusion.

El dafio por I/R es una entidad compleja pero bien definida, aunque su mecanismo
aun no esta bien dilucidado®. Su importancia en la practica médica, radica en la alta
frecuencia de afeccién de multiples érganos en diferentes situaciones clinicas,
algunos ejemplos son: Sindromes trombo-embélicos, oclusién coronaria, terapias
posreperfusion, hipoxia neonatal, estados de choque, entre otros; involucrando asi,

varias disciplinas de la Medicina3.

Existen diferentes teorias y mecanismos por los que se ha tratado de explicar la
lesiéon por I/R de las cuales posiblemente todas estén involucradas en una
compleja interaccidnl 3 4 Entre los factores mas reconocidos en la lesién por I/R
estan: El dafio tisular por radicales libres, aumento del ion calcio, activaciéon del

complemento y plaquetas, activacion de citoquinas y liberacién de oxido nitrico 3 4.

El conocimiento de los fendmenos de I/R es de gran interés en diversos temas
clinicos como trasplantes de 6rganos, donantes en asistolia, estados de shock,

situaciones de parada cardiorrespiratoria reversibles, hipoperfusion de diferentes



organos, tratamiento de aneurismas, reconstruccion de arterias, entre otras!; ya
que estan implicitos en los acontecimientos fisiopatoldgicos de la revascularizacion

del 6rgano tras la isquemia fria o calientel4.

Cada o6rgano o tejido tiene una sensibilidad y resistencia distinta para la pérdida
total o parcial de su flujo sanguineo, que varia desde pocos minutos en el caso del

cerebro a horas en el caso de las extremidades?3.

Se han descrito diferentes tipos de isquemia: La isquemia caliente, que sucede con
la interrupcién del flujo sanguineo y en la que la temperatura del 6rgano se
mantiene al mismo nivel que tiene habitualmente en el organismo, y la isquemia
fria que se desarrolla con el 6rgano fuera del organismo, a una temperatura de 4°C,
con la finalidad de enlentecer el metabolismo del érgano al maximo antes de ser

implantadol4.

Finalmente, con el desarrollo de los donantes en asistolia transitoria se han creado
una serie de técnicas de preservacion in situ de los 6rganos para mantenerlos hasta
que se pueda hacer la extraccion multiple, donde se mantienen a unos 12-14 °C

(isquemia tibia) durante el menor tiempo posiblel>.

Durante el proceso de abolicién del flujo sanguineo de un érgano y su posterior
restauracion, se desarrollan cronologicamente una serie de lesiones, que en
funcion de su reversibilidad o no, van a hacer que un 6rgano o tejido tenga o no

posterior viabilidad funcional?®.

3.2.1. Fenémeno de Isquemia.

La primera fase se caracteriza por la lesién isquémica, en la que se interrumpe el
aporte de oxigeno al 6rgano y el metabolismo celular del mismo se transforma de
aerobio en anaerobio. A partir de este hecho, si el flujo sanguineo no se restablece
se produce una secuencia de procesos bioquimicos que llevan a la disfuncién
celular, al edema intersticial y finalmente a la muerte celular (necrosis). El
metabolismo anaerobio existente, junto con el aumento del acido lactico local,
provocan una acidosis metabolica, con disminucién del nivel energético que se

asocia a alteraciones en el gradiente intermembrana celular que impide el

10



mantenimiento de la homeostasis celular. Con la disminucién del nivel energético y
degradacién de los metabolitos de alta energia aparece una disfuncién del sistema
de transporte transmembrana que genera un incremento del Ca2* citosoélico. El
aumento del Ca2* activa diferentes sistemas enzimaticos proapoptoéticoste.
Ademas, se cambia el flujo de algunos sistemas enzimaticos mediante la activacion
de la enzima xantina oxidasa y secundariamente a la produccién de peréxido de

hidrégeno (Figura 2).

ATP
‘ HQD
< AMP (HOCQ) I\
E ‘ \ Catalase
é ) (MPO}
5 Adenosine H.O
“ Xanthine dehydrogenase 272
' - F
: teolysi OH’
Inosine L proteolysis L SOD
* . Xanthine oxidase " -
v Hypoxanthine —w »  Xanthine + O;
02
>
REPERFUSION

Figura N°216, La isquemia conduce a la generacién de hipoxantina y xantina oxidasa
en las células endoteliales. La reintroduccion del Oz en la reperfusién conduce a la
creacion del anién superdxido (02) y de otros metabolitos reactivos del oxigeno,
como el H;0; a través de la superoxido dismutasa (SOD) . El radical hidroxilo (OH")
puede producirse a partir de la reaccién del superdxido y el H;0z en presencia de
iones Fe2* y Cu?* (Reaccion de Haber-Weiss) o sélo por el H;0;z en presencia de Fe2+
(Reaccidn de Fenton). Luego de la activacién de los neutrdfilos, la mieloperoxidasa
(MPO) neutrofilica genera HOCI.

Imagen tomada de: Welbourn C, Golman G, Paterson I, Valeri C, Shepron D, Hechtman H.
Pathophysiology of ischaemia reperfusion injury: Central role of the neutrophil. Br ] Surg; Junio
1991, Vol. 7 (6): 651-55. (Consultado en: Febrero 2009). Disponible en la World Wide Web en:
http://www3.interscience.wiley.com/journal /112199945 /abstract
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Se ha demostrado que periodos de tiempo de isquemia mayores de 60 minutos son
capaces de provocar alteraciones irreversibles en la estructura renal, y estas
lesiones irreversibles empeoran cuando a la isquemia se le asocia un periodo de
reperfusionls. Se ha observado que durante la restauraciéon de nuevo del flujo
sanguineo se producen la mayoria de las lesiones o, al menos, se ponen de
manifiesto aquellas que se habian iniciado durante la isquemia, denominandose

por ello lesion por reperfusion?s.

3.2.2. Fendmeno de Reperfusion.

Durante la reperfusién, con el restablecimiento del flujo sanguineo, se recupera el
nivel energético que habia disminuido durante el periodo de isquemia, pasando de
un ambiente anaerdbico a uno aerdbico. Se activan otra serie de procesos que
conllevan a mayor dafio y finalmente a muerte celular, iniciando desde pocos
minutos posterior al inicio de la reperfusion (generalmente por apoptosis)
continuando hasta dias después del insulto inicial (por medio de autofagia y

necrosis)14.

El incremento de la concentracién de Ca?* citosolico resultante de la fase de
isquemia es un aspecto crucial para la cadena de eventos que ocurren durante la
reperfusion. Como se mencioné anteriormente, el Ca?* actda como segundo
mensajero activando diferentes sistemas enzimaticos, tales como fosfolipasas y
proteasas que amplifican la respuesta inflamatoria en el tejido. Ademas, cataliza la
conversion de xantina deshidrogenada a xantina oxidasa, que juega un papel vital
en la formacion de radicales libres de oxigeno (RLO)iError! Marcador no definido.. La
respuesta inflamatoria y los RLO en altas concentraciones, son dos pilares
fundamentales y caracteristicos de la fase de reperfusion17 18 y explican gran

parte del dafio que sufre el tejido durante esta fase del fenémeno I/R.

Radicales libres de oxigeno.

El oxigeno, en condiciones normales, es reducido en su gran mayoria por el
complejo de citocromo oxidasa en la mitocondria al final de la cadena

transportadora de electrones, actia aceptando los iones hidrégeno, formando uno

12



de los productos finales, agua: Proceso conocido como respiraciénjError! Marcador

no definido..

Segiin el ndimero de electrones que se reduzcan en el oxigeno molecular, se
producen superoéxido (O27), peréxido de hidrégeno (H202) o radical hidroxilo (OH-).
El peréxido de hidrogeno (H202) es citotéxico debido a su moderada capacidad
oxidativa. El radical hidroxilo es también extremadamente reactivo e inestable, y
un potente oxidante. En cuanto al superéxido, es una sustancia quimicamente
buena reductora y moderadamente oxidativa, que también puede iniciar reaccion

de radical librejError! Marcador no definido..

Durante la isquemia hay una conversién de la enzima xantina deshidrogenasa a
xantina oxidasa, dicha conversién favorecida por el ambiente anaerdbico y las altas
concentraciones de calcio, propios de la isquemia. Ambas enzimas catalizan
reacciones que conllevan a la eliminacién de los productos de degradacién de las
bases nitrogenadas; sin embargo, la xantina oxidasa produce RLO como producto
de desecho. Esta reaccién, durante la reperfusién se convierte en unas de las
fuentes mas importantes de radicales libres; ya que, posterior a la isquemia hay un
acumulo de hipoxantina y su degradaciéon durante la reperfusion conlleva a la

generacion de radicales libres en presencia de oxigeno?.

Se han descrito otras fuentes de RLO durante la fase de isquemia: la oxidacion de
NADPH de los neutrofilos, la oxidacion de las catecolaminas, la sintesis de las

prostaglandinas y la lipoperoxidaciéniError! Marcador no definido..

Los RLO a altas concentraciones causan dafio oxidativo sobre lipidos, proteinas y
los acidos nucleicos#. La lipoperoxidacién de las membranas celulares conlleva a
una liberaciéon de sustancias del citosol, expandiendo aun mas la respuesta
inflamatoria local. Los RLO actiian también induciendo la via intrinseca de la
apoptosis y; ademas, actuan como barredores de 6xido nitrico, el cual se eleva
durante la fase de isquemia atribuyéndosele funciones protectoras durante la fase

de reperfusion?®.

La respuesta inflamatoria en la fase de reperfusion.
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La respuesta inflamatoria ya iniciada durante el periodo de isquemia se expande
aun mas durante la reperfusion. Los mismos RLO contribuyen a dicha expansion
como se mencioné anteriormente, por medio de la lipoperoxidacién, ademas
activando la fosfolipasa produciendo un aumento de leucotrienos, tromboxanos y

prostaglandinas2.

Por otro lado, otros factores contribuyen a la expansién de dicha respuesta:
activacion de la superficie endotelial, a través de la interleucina-1 y el factor de
necrosis tumoral, la activacién y quimiotaxis de neutréfilosijError! Marcador no

definido..

3.3. Muerte celular.

Por lo regular, la muerte celular puede ocurrir por dos vias: Apoptosis o necrosis.
Algunas clasificaciones incluyen ademas la autofagia, proceso en el cual la célula
genera energia y metabolitos por medio de la digestion de sus propios organelos
en caso de deprivacion de nutrientes. Generalmente, si este periodo es muy
prolongado, la célula muere2?. La apoptosis es un mecanismo para la eliminacién
de células indeseables, o percibidas como tal, sin producir reacciéon inflamatoria.
Representa una forma de suicidio celular, resultando de la activaciéon de un sistema
intracelular de autodestruccién inducido por una variedad de estimulos y

mensajes externos o por escasez de factores que soporten la vida celulars.

La apoptosis resulta de la activacion de una via extrinseca y/o una via intrinseca.

La via extrinseca (Figura 3) esta mediada por receptores que se distribuyen en la
pared celular, los cuales son activados por factores de inflamacién como citocinas y
el factor de necrosis tumoral. Al unirse a dichos receptores, se activan las

procaspasas 3, 6y 720,

La via intrinseca (Figura 4) esta mediada por receptores en la pared mitocondrial,
los cuales regulan la transcripciéon de proteinas Bcl que pueden ser anti o pro-
apoptoticas (Figura 5) que funcionan alterando la permeabilidad de la membrana

mitocondrial. Factores relacionados con estrés celular como ADN danado, hipoxia,
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RLO (los cuales ademas se producen dentro de la mitocondria), entre otros,
aumentan la expresion de proteinas proapoptéticas, resultando en un aumento de
la permeabilidad de la membrana mitocondrial, que conlleva a un escape de

citocromo C, el cual inicia una serie de reacciones que culmina en la activacion de

las caspasas 3, 6,7 y 921,

raprior gee

d8and7

Figura N°320, Activacién de la via extrinseca: Mediada por receptores que se
distribuyen en la pared celular, los cuales son activados por factores de inflamacion
como citocinas y el factor de necrosis tumoral. Al unirse a dichos receptores, se
activan las procaspasas 3, 6y 7.

Imagen tomada de: Lopez-Neblina F, Toledo AH, Toledo-Pereyra LH. Trauma, Surgery Research,
and Molecular Biology, Borgess Research Institute, Kalamazoo, Michigan 49048, USA. ] Invest Surg.
2005 Nov-Dec;18(6):335-50. (Consultado en: Febrero 2009). Disponible en la World Wide Web en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /16319055
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Figura N°420, Activacion de la via intrinseca: Mediada por receptores en la pared
mitocondrial, los cuales regulan la transcripcion de proteinas Bcl que pueden ser anti
o0 proapoptdticas.

BCL2 superfamily
Proapoptotic Antiapoptotic
4,-"'"-.-‘ h-‘-""-»
BCL2
BH3-only proteins Multidomain (BH)
BIK BAX BCLX,
BAD
BIM BAK BCLW
HRK BOK
BCLG BOO MCL1
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NOXA BGLS ECLB
PUMA BCLE
+ others BCL-RAMBO + viral homologs

Figura N°520, Las proteinas Bcl que pueden ser anti o proapoptdticas que funcionan
alterando la permeabilidad de la membrana mitocondrial.
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Imégenes tomadas de: Lopez-Neblina F, Toledo AH, Toledo-Pereyra LH. Trauma, Surgery Research,
and Molecular Biology, Borgess Research Institute, Kalamazoo, Michigan 49048, USA. ] Invest Surg.
2005 Nov-Dec;18(6):335-50. (Consultado en: Febrero 2009). Disponible en la World Wide Web en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /16319055

Después de la activacion de dichas vias, hay un aumento de concentracion del i6n
calcio intracelular (sumado al aumento del mismo inducido por el estado pro-
inflamatorio propio de la isquemia descrito antes), el cual activa enzimas calcio
dependientes: Endonucleasas que fraccionan el ADN, transglutaminasas que
entrelazan las proteinas citosolicas y proteasas que degradan el citoesqueleto. El
calcio, a su vez, es secuestrado dentro de la mitocondria, causando disfuncién de la

mismabs.

Al final de la apoptosis se detecta una deplecién del glutatiéon no oxidado,
produccién de radicales reactivos de oxigeno, fragmentacion del ADN y exposicion
aberrante de residuos de fosfatidilserina en la superficie celular. De hecho, estos
residuos son la base de la deteccion temprana de la apoptosis, valiéndose de la
afinidad de la anexina por los radicales de fosfatidilserina; la condensacién de la

cromatina es un fendmeno mas tardio>.

El destino de las células que resiste la isquemia sera uno de tres: Puede sobrevivir
y recuperarse si los niveles de i6n calcio intracelular vuelven a la normalidad
posterior a la isquemia. Puede morir por apoptosis en caso de disponibilidad de
energia y de los sustratos necesarios para sintesis de proteinas o puede morir por
necrosis en caso de ausencia de energia, ya que es una forma pasiva de muerte

donde la célula pierde actividad metabodlical4.

Generalmente la muerte celular por apoptosis no se asocia a reaccién inflamatoria,
la necrosis en cambio, si. La diferente apariencia morfolégica nos permite
distinguir las células muertas por los diferentes mecanismos (Cuadro 3 y figura 6);
sin embargo, existen cientificos que discuten que la necrosis es la manifestacion

morfoldgica final de la muerte celular por cualquier mecanismoZ2,
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Cuadro N°3. Caracteristicas de células muertas por diferentes mecanismosi4.

Caracteristica Célula muerta por Célula muerta por
celular necrosis apoptosis
Nivel de afeccién Afecta areas de tejido. Afecta células individuales dentro
de un tejido.
Morfologia celular Edema celular y vacuolizaciéon La célula se vuelve mas pequeiia y

previo a la desintegracion celular. redondas.

Afeccion mitocondrial Mitocondria destruida. Mitocondria intacta.

Cromatina Floculacion de la cromatina Cromatina se condensa en
nuclear que mantiene su agregados con forma de media luna
apariencia normal. adosada a la periferia del ntcleo.

Otras caracteristicas Sintesis proteica disminuida. Fragmentacion del nucleo vy

citoplasma con formacién de
cuerpos apoptoéticos unidos a la

membrana.
Normal cell A
' Opening of plasma
\5 membrane channels and
chemia— extracellular fluid influx

\reperﬁlslon

7y Radiation
Nuclea\_r Cell shrinkage /
compaction

ki
(7915005 Starvation

Formation of

Loss of

mitochondrial lysosome Leakage of Progressive
membrane 2 2 proteases and cell and
potential Vacuolization of lysosomes organelle
cytoplasm 3 swelling
Exhaustion of oo
Further cell substrates ‘ o 8/
shrinkage

Plasma
membrane
blebbing

Massive cytoplasmic Plasma
vacuolization and loss membrane
of organelles rupture

fragmentation |

(karyorrhexis) Vacuoles with

membrane

Apoptosis whorls Autophagy-associated
cell death

Figura N° 62 (Tomada de: Hotchkiss R MD; Strasser A PhD; McDunn ] PhD; Swanson P MD.
Mechanisms of Disease: Cell Death. NEJM, 1009 Octubre; 361 (16): 1570-83). Caracterizacion
de la célula muerta por las diferentes vias. Las células que mueren por apoptosis se

Necrosis
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caracterizan por ser pequefias y poseer nicleos picnéticos y fragmentados. Ademds
poseen cuerpos apoptdticos en su superficie. La célula necrética se observa
edematizada, con vacuolas en su interior. Presenta ruptura progresiva de la
membrana celular y salida consecuente de proteasas y lisosomas.

3.3.1 Métodos de Cuantificacién de Apoptosis.

La apoptosis tiene 4 fases: La fase de inducciéon donde se integran las sefales de
muerte o supervivencia celular, cuando predominan las primeras, se activan
sistemas celulares que inician la apoptosis. En la fase efectora, la célula queda
programada para morir, se considera como el punto de no retorno, siendo el factor
determinante la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Durante la fase de
degradacidn, se activan sistemas enzimaticos responsables de las caracteristicas
bioquimicas y estructurales de la apoptosis, entre estos, las caspasas que rompen
proteinas, degradan ADN, exponen la fosfatidilserina y determinan los cambios
morfoldgicos celulares caracteristicos de la apoptosis. Finalmente durante la fase

fagocitica, los fragmentos celulares generados son eliminiados?1.

Se han realizado estudios en células cardiacas con el objetivo de determinar el
tiempo necesario para que ocurran las diferentes fases de la apoptosis posterior a
la exposicién a RLO. Los resultados mostraron que el dafio a la mitocondria es el
primer cambio detectable de las lesiones por estrés oxidativo, ocurre dos horas
posteriores a la exposicién de la célula al peréxido. Las caspasas se detectan
alrededor de dos horas después, manteniéndose las concentraciones constantes
desde entonces. A lo largo del tiempo, disminuyen los niveles de Bcl-2 mientras
que los niveles de Bax siguen aumentando hasta nueve horas posterior a la
exposicidén23. Se estima que la duracion del proceso es de 12-24 horas aunque en

cultivos celulares, los cambios se observan desde 2 horas posteriores al insulto24.

Se estima que alrededor de 1-2 horas posterior a la muerte de la célula por
apoptosis, estas son fagocitadas®, por lo que ya no podran ser detectadas en las

muestras de tejidos.

En base a lo que se conoce acerca de los eventos que ocurren durante la apoptosis,

el tiempo que dura cada fase y los cambios morfolégicos que resultan de cada una
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de ellas, se han desarrollado diferentes métodos para la valoracién y cuantificacion

de apoptosis.

Estos métodos incluyen la observacién de alteraciones morfoldgicas tipicas, la
determinacion de un patréon en escalera en el andlisis electroforético del ADN y
tinciones que permiten identificar la fragmentaciéon del ADN o la extrusion de la

fosfatidilserina a la superficie externa de la células.

Se ha establecido la caracterizacién morfolégica de dichas células apoptoticas
como la técnica Gold Standard para detectar dichas células, es posible identificar
estas células basdndose en caracteristicas propias de la célula muerta por
apoptosis que fueron descritos anteriormente. Este método es muy econémico en
comparaciéon con los que se mencionaran mas adelante, sin embargo; no es
reproducible y debe de ser realizado por un patélogo con experiencia. Por lo tanto;

es poco practico para detectar cambios leves en grandes poblaciones?25.

La fragmentacién del ADN caracteristica de la célula que muere por apoptosis
también esta bien establecida, de modo que la electroforesis constituye un método
util para la identificacion de dichas células. La electroforesis del ADN en gel de
agarosa permite detectar el patron en «escalera» que resulta de la degradacion del
ADN gendmico por endonucleasas en fragmentos de uno o multiples nucleosomas

(180 a 220 pares de bases)>.

La fragmentacion del ADN a nivel unicelular puede determinarse con técnicas que
permiten el marcaje enzimatico del terminal fragmentado del ADN y actua sobre
ADN de una sola hebra. TUNEL de sus siglas en ingles (Terminal Deoxynucleotide
Transferase dUTP Nick End Labeling) emplea la deoxinucleotidil transferasa

terminal para permitir el marcaje de rupturas en ADN de doble hebras.

A pesar de que TUNEL es ampliamente utilizado para la deteccion de apoptosis,
dicha técnica presenta falsos positivos y negativos debido a que sus resultados
dependen en gran medida de la tincién y fijacion y del grado de protedlisis. La
sintesis de RNA y el dafio del ADN caracteristico de la célula en necrosis puede
causar que células en apoptosis se tifian. Para obtener resultados adecuados, se

debe de estandarizar la prueba utilizando tejidos manejados con ADNasa (control
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positivo de apoptosis), ademds se deben incluir suficientes campos microscépicos
al momento de cuantificar la apoptosis. Combinar TUNEL con otra técnica como la
identificacion morfolégica de la célula en apoptosis hace mas confiable los
resultados?4. Sin embargo; su alto costo combinado su baja especificidad y

sensibilidad vuelven este método desaniman al uso de este método.

Otras técnicas de deteccion de apoptosis se mencionan en el Cuadro 5 que se

muestra a continuacion:

Cuadro N°45. Técnicas para la deteccion de apoptosis.

Técnica Descripcion
Micrsocopia éptica 'y Cambios morfoldgicos.
electroénica
Electroforesis de ADN Patréon en escalera de ADN degradado en uno o

multiples nucleosomas.

TUNEL Adicion enzimatica de nucleotides marcados en
fragmentos de ADN de una doble banda.

ISNT Adicion enzimatica (ADN polimerasal) de nucleotides
marcados en fragmentos de ADN de una sola hebra.

Tincién con yoduro de Entra en células con aumento de la permeabilidadde
propidio la membrana.
TIncion con Hoescht 33342 Entra en todas las células y tine el nicleo permitiendo

observar una condensacion cromatica.

Tincién con anexina V-FITC Detecta fosfatidil serina en la superficie celular para
la cual tiene gran afinidad la anexina.

3.4. Antioxidantes: EI Dimetilsuféxido (DMSO).

Los antioxidantes son agentes enddgenos o exdgenos que pueden prevenir la
accion de los radicales libres derivados del oxigeno y, por tanto, disminuir la lesién

mediada por estos. Los antioxidantes pueden actuar eliminando directamente los
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radicales libres, en cuyo caso se les denomina barredores, o bien bloqueando la

generacion de éstos o sus efectos deletéreos?6 27, 28,

Existen diferentes clasificaciones de los antioxidantes en la bibliografia. A
continuacion se describe la que utiliza como criterio de clasificacion el modo de
accion. Los farmacos con capacidad antioxidante se pueden dividir en cinco grupos
fundamentales: Barredores de los radicales libres, inhibidores de la produccién de
radicales libres, inhibidores de los neutréfilos, inhibidores de la peroxidacion y los

condicionantes de la situacion oxidativa y energética preisquémica?7.28,

Existen otros antioxidantes que poseen multiples propiedades protectoras y que
actuan en diferentes niveles de la cascada fisiopatoldégica del dafio por isquemia-

reperfusion, entre estos se encuentra el Dimetilsulf6xido (DMS0)29.

El Dimetilsulféxido (C2Hs0S), o DMSO, es un compuesto organico constituido por
una molécula anfipatica con un dominio altamente polar y dos grupos apolares

haciéndolo; de esta manera, soluble en medios organicos y acuosos3°.

El DMSO se presenta de forma natural en vegetales, frutas, granos y productos
animales. Se sintetiz6 por primera vez en 1866 como un sub-producto de la
manufactura del papel y el interés terapéutico en el producto empezo6 en 1963. Se
reporté que el DMSO penetra a través de la piel y produce analgesia, disminuye la
inflamacién y promueve la cicatrizacion del tejido. El DMSO esta disponible tanto

para uso medicinal como no medicinal31.

Dentro de los aspectos farmacocinéticos del DMSO se puede mencionar que posee
una vida media en humanos de 12 a 15 horas y es metabolizado por oxidacién a

Dimetilsulfona (DMSO03), o por la reducciéon a Dimetilsulfuro (DMS)32.

El DMSO y DMSO; son excretados en la orina y heces. El DMS es eliminado por las
vias aéreas y la piel. La excreciéon en humanos cuando el DMSO se administra por
via oral se completa en 120 horas, por via urinaria como método de eliminacién

primario32,

El metabolito DMSO; puede persistir en los humanos hasta por 2 semanas. Se ha

demostrado que la tasa de depuracion renal es similar en la administraciéon crénica
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como en las administraciones individuales sin importar la concentracién o dosis.
No se ha demostrado acumulacién residual del DMSO en humanos o animales por
periodos prolongados de administracion sin importar la ruta o dosis

administrada32.

En 1978 fue aprobado por la United States Food and Drug Administration (FDA)
para ser utilizado en el tratamiento de la cistitis intersticial, a través de su

instilacion intravesical30.

Existe documentado una gran cantidad de acciones farmacolégicas primarias sobre
el Dimetilsulf6xido (DMSO) en estudios de laboratorio: Transporte de membrana,
efectos sobre el tejido conectivo, antiinflamatorios, bloqueo nervioso (analgesia),
bacteriostasis, diuresis, aumento o reduccién de la efectividad de otros farmacos,
inhibicidn de la colinesterasa, aumento no especifico de la resistencia a infecciones,
vasodilatacion, relajacion muscular, antagonismo de la agregacion plaquetaria, e
influencia sobre el colesterol sérico en hipercolesterolemia experimental. Esta
sustancia induce la diferenciacién y funcién de células leucémicas y malignas. El
DMSO incluso posee propiedades radioprotectoras y acciones crioprotectoras.

Protege contra el dafio por isquemia?°.

Se ha utilizado con éxito en el tratamiento de la amiloidosis dermatolégica,
urinaria, pulmonar, reumatica y renal. Se ha comprobado que cruza la barrera
hematoencefalica y es efectivo en el edema cerebral postraumatico. También se ha
utilizado para el tratamiento de des6rdenes musculoesqueléticos, adenocarcinoma
pulmonar, enfermedades reumatolégicas, prostatitis croénica, enfermedades
dermatoldgicas, esquizofrenia, y como analgésico tépico. Ademas, se ha sugerido

como tratamiento para la enfermedad de Alzheimer30.

En multiples estudios se demuestra el efecto protector de DMSO frente al dafio por
I/R en diferentes o6rganos: Rifién3334, mucosa intestinal3®, retina3¢, higado3’,

cerebro?38, piel3?, musculo??, corazén*l, médula espinal#?, entre otros.

Se han propuesto diferentes mecanismos por los cuales el DMSO crea un efecto
protector frente al dafio por I/R. Las respuestas bioquimicas y vasculares ante el

dafio aparentan tener una relaciéon de causa y efecto, la cual puede integrarse en
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términos de sustancias que pueden incrementar o disminuir el flujo sanguineo. El
efecto de dichas sustancias puede ser fisico (reduccién o aumento de la
obstruccion del lumen del vaso sanguineo) o quimico (reducciéon o aumento de la

didmetro del vaso sanguineo: Vasoconstriccion/vasodilatacién)?2°.

Las plaquetas, por ejemplo, pueden inducir ambas condiciones al producirse la
agregacion plaquetaria (obstruccion del lumen) y al liberar sustancias vasoactivas
locales (vasoconstriccion/vasodilatacién). El DMSO puede antagonizar una
variedad de estas sustancias vasoactivas liberadas por las plaquetas, las cuales
consecuentemente pueden inducir vasoconstriccion u obstruccién del lumen del
vaso sanguineo. Se cree que puede actuar a través del aumento de los niveles de
cAMP (un fuerte desagregante plaquetario)?? y ademdas de la inhibicion de la
liberacion de calcio a partir de las células isquémicas y de las plaquetas,
antagonizando la accion de este ion sobre el musculo de la pared arteriolar
(vasoespasmo)?. Liberacidn plaquetaria inducida por el coldgeno, también puede

ser bloqueada por el DMSO circulante3©,

Se ha descrito también, que los neutroéfilos juegan un papel importante en la lesion
por I/R. La evidencia sugiere que los neutroéfilos que entran en el tejido que ha sido
reperfundido se vuelven activos y aumentan la sintesis de metabolitos del oxigeno
(Acido hipocloroso HOCl- y el Peréxido de Hidrégeno H:02) y enzimas

proteoliticas; ademas, se vuelven mas adhesivos al endotelio?®.

Lo anterior puede ocasionar una exacerbacion de la lesion andxica al ocluirse el
lumen del vaso sanguineo y al secretar enzimas proteoliticas como la elastasa, la
cual es liberada por los neutréfilos activados y; que junto con los productos
oxidativos generados por estos como el HOCI- y el H20,, resultaria en lisis de las
proteinas esenciales de la matriz estructural celular como la elastina, conduciendo

a un aumento en la permeabilidad de la microvasculaturale.

Existen estudios en los que se ha reportado que el DMSO puede aumentar la
sintesis de Prostaglandina E-1 (PGE-1), un vasodilatador moderado2¢. La PGE-1

puede reducir la agregacién plaquetaria al producir un aumento de los niveles de
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cAMP y al inhibir la liberacién de calcio inducida por la noradrenalina en las

terminales nerviosas, un efecto que puede antagonizar la vasoconstriccion?.

También se ha reportado que el DMSO puede bloquear los receptores de PFG-2 y
reducir la sintesis de PFE-2. Ambos compuestos causan agregacidn plaquetaria y se
sabe que la PFG-2 induce vasoconstriccion*3. El efecto del DMSO sobre la sintesis
de tromboxanos es desconocida, pero se cree que puede inhibir la biosintesis del

Tromboxano A-2, lo cual aumenta especificamente los niveles de cAMP?29,

La habilidad del DMSO para proteger la integridad de la membrana celular se
encuentra bien documentada a través de varios modelos de dafio por
isquemia/reperfusion. En este caso, el efecto del DMSO puede deberse a dos
mecanismos: Reduccion de la adhesidn plaquetaria por el coldgeno y reduccion de
la adhesion plaquetaria al proteger el endotelio vascular y asegurar la liberacion de

PGI-229.

También se ha demostrado que el uso de antioxidantes o barredores antes de la
reperfusidn, previene la acumulacion de neutréfilos en el tejido reperfundido con

la consecuente proteccidn de la elastina celular?®é.

Los RLO juegan un rol importante en la patogénesis de la isquemia, los cuales
pueden elaborarse de la peroxidacion de las uniones lipidicas de la membrana
celular, en donde el transporte de oxigeno no se encuentra totalmente abolido,
como en la isquemia o la hipoxia; cuando el oxigeno es resuplido luego de un
episodio isquémicol4 y cuando los neutréfilos activados inducen la producciéon de

estosle,

Uno de los sitios mas significativos donde se pueden formar los RLO es en la
mitocondria. Se conoce que el DMSO es un efectivo barredor de RLO. Puesto que se
ha comprobado que el DMSO puede mejorar la fosforilacién oxidativa de la
mitocondria, se ha sugerido que el DMSO actia neutralizando los efectos
citotéxicos de los RLO sobre las mitocondrias mismas. La fosforilacién oxidativa es
una de las actividades bioquimicas primarias que se ve afectada negativamente en

el dafo isquémico. También se ha reportado que el DMSO reduce la actividad de la
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ATPasa en las particulas submitocondriales, un efecto que puede reducir la

utilizacién de oxigeno durante la isquemia celular?®.

Parece probable que el efecto neutralizante del DMSO sobre el dafio causado por
los RLO luego de un dafo puede disminuir el resultado negativo de la isquemia. Sin
embargo, la formacién de los RLO es dependiente del tiempo y de la disponibilidad
de oxigeno, pero el desarrollo de la isquemia es inmediato y su reversibilidad
puede depender mas de subsistemas prevalentes como el de los prostaglandinicos

y las interacciones plaquetarias?°.

Otro efecto importante del DMSO frente a la proteccion en el dafo por I/R, es su
accidén sobre el ion calcio intracelular??, el cual se aumenta dramaticamente luego
de la liberacion de los RLO. Como se menciond anteriormente, el aumento del
calcio intracelular es crucial en la activacién de la fosforilasa de membrana A:
plasmatica con la subsecuente generacién de productos del dcido araquidénico?e.
Existen investigaciones que muestran una accién no especifica del DMSO en la

inhibicion del dafio celular por aumento intracelular de dicho ion30,

Aunado a los efectos del DMSO descritos anteriormente frente al dafio por I/R, a

continuacidn se resumen sus efectos antiinflamatorios (Cuadro 5):

Cuadro N°5. Breve resumen de los efectos del DMSO reportados en estudios de

procesos inflamatorios, observados en modelos experimentales30.
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e Inhibe la produccién de la interleucina-8 de manera dosis-dependiente, directamente a nivel
trasncripcional. Previene la adhesidn de neutréfilos al endotelio. Barre el CIO" y posiblemente
reduce la actividad de la NADPH-Oxidasa.

e Inhibe la agregacion plaquetaria inducida por el ADP, acido araquiddnico, factor activador de
plaquetas y el coldgeno, de manera concentracidn-dependiente, siendo un mejor inhibidor de
agregacion inducida por el ADP y el colageno, mas que por el factor de activacion plaquetaria o el
acido araquidénico.

e Estimula la produccion de prostaglandina E-2 y 4cido hidroxieicosatetraenoico a través de la
prostaglandina sintasa de vesiculas seminales bovinas, e inhibe la produccién del 4cido
trihidroxieicosatetraenoico mediante la via de la lipooxigenasa.

e |nhibe la activacidon del factor nuclear kB inducido por sepsis, resultando en la supresion
intracelular de la expresidn del gen para la molécula de adhesién 1 en el higado de ratas con
peritonitis séptica.

e Potencia la citotoxicidad del factor de necrosis tumoral alfa en varias lineas celulares mieloides
humanas.

® Inhibe la formil-metionil-leucil-fenilalanina y el leucotrieno B4 inducido de adherencia
leucocitaria en forma dosis-relacionada en el endotelio venoso de colon de rata.

A pesar de todas las aplicaciones farmacolégicas descritas previamente para el
tratamiento de diferentes patologias, se han reportado varios efectos adversos
sistémicos dependientes del uso del DMSO, tales como: Nauseas, vomito, diarrea,
hembolisis severa mimetizando una reacciéon hemolitica transfusional; reacciones
anafilacticas manifestadas como rash, eritema y ocasionalmente broncoespasmo;
falla renal, hipertensiéon diastdlica y sistdlica, bradicardia, bloqueo cardiaco, y

raramente edema pulmonar o arresto cardiaco3°.

Un efecto secundario significativo del DMSO es el aliento y sabor a ajo en la boca
debido a la excrecion pulmonar de una minima cantidad de DMSO como

Dimetilsulfuro39.

Su aplicacién tdpica, aunque es bien tolerada, puede causar quemaduras locales
transitorias leves, rash y prurito. Se ha reportado un caso de sulfhemoglobinemia
luego de la aplicacién dérmica de DMSO en el tratamiento de la cistitis intersticial;
con fatiga, cianosis y disnea a esfuerzos moderados. También se ha descrito
hiperosmolaridad sérica en el control del aumento de la presién intracraneana con

DMSO intravenoso39,
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Los primeros estudios de DMSO contemplados por la FDA en afios anteriores
fueron interrumpidos en 1965 debido a reportes de alteraciones en el cristalino de
perros, conejos y cerdos. Estas alteraciones estaban relacionadas con cambios en la
refracciéon de los mismos y no con opacidades. En estos animales se encontraron
areas con diferente refraccién. Las unidades experimentales en las cuales se

presentaron estos cambios recibieron dosis de 5 g/kg/dia%3.

4. OBJETIVOS.
Objetivo General

Evaluar el efecto del DMSO sobre la apoptosis y dafio renal en un modelo animal

de I/R.
Objetivos Especificos

¢ Comparar el grado de dafio renal entre unidades experimentales expuestas
a I/R mediante analisis de las muestras histopatologicas.

¢ Determinar el grado de apoptosis en las muestras histopatologicas renales
de unidades experimentales expuestas a I/R.

¢ Comparar el grado de dafio renal entre unidades experimentales expuestas

a I/R mediante pruebas bioquimicas.
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5. METOLOGIA.

5.1. Tipo y Disefio General del Estudio.

Investigacion Basica, estudio experimental controlado en el cual se evalué el

efecto del DMSO en un modelo experimental animal de injuria por I/R renal.

5.1.1. Diseno Experimental.

Se utilizaron conejos machos, raza Nueva Zelanda, con peso entre 2.5kg * 0.5 kg
obtenidos de criaderos de conejos nacionales. El bienestar animal se realiz6é bajo
los lineamientos del Consejo Canadiense para el cuidado animal dictaminado en el
afio 200744, Cada animal permanecio en jaulas aisladas administrandosele agua ad

libitum y alimentacidon especial (concentrado de conejo)*s.
La muestra estuvo conformada por tres grupos: Grupo sham, Grupo Isquemia-

Reperfusion-Solucién Salina Normal y Grupo Isquemia-Reperfusiéon-DMSO, los

cuales se asignaron aleatoriamente a las unidades experimentales.
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Los grupos fueron manejados de la siguiente manera:

e Grupo Sham. Sobre los cual se realiz6é todo el procedimiento quirdrgico sin
ejecutar el periodo de isquemia ni la administracion de DMSO, inicamente
liquidos endovenosos.

e Grupo Isquemia-Reperfusiéon-SSN (I/R-SSN). Sobre los cual se realizé todo el
procedimiento quirdrgico e isquemia renal por 30 minutos, luego fueron
reperfundido por ocho horas, inicamente con liquidos endovenosos.

e Grupo Isquemia-Reperfusiéon-DMSO (I/R-DMSO). Sobre los cual se realizé todo
el procedimiento quirdrgico e isquemia renal por 30 minutos, luego fueron
reperfundido por ocho horas con liquidos endovenosos y manejados con

DMSO.

El efecto del evento I/R fue medido tanto en los sujetos del Grupo I/R-SSN como
en los del Grupo I/R-DMSO, a través de la cuantificaciéon de creatinina sérica y
analisis de muestras histopatolégicas renales analizadas con el método tradicional

de hematoxilina-eosina.
Preparacion Prequirirgica.

Cada animal fue evaluado para corroborar su estado general posterior a esto fue

pesado y preparado para el procedimiento (rasurado del area quirdrgica).

Preparacion del drea quirtrgica.

Una vez comprobado el estado anestésico de la unidad experimental se realizd
asepsia del campo quirdrgico mediante la aplicacion de Digluconato de
Clorhexidina al 20%, seguido de la aplicacion subcutanea de Lidocaina al 2% en las
areas donde se realizo la incisién quirdrgica. Se colocaron campos quirurgicos

estériles sobre el area de trabajo.
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Premedicacion y anestesia.

Se pre medicaron mediante la inyeccion IM de Maleato de Acepromacina
(20mg/ml) a una dosis de 0.2 mg/kg y Ketamina (10mg/ml) a una dosis de 30
mg/kg; respectivamente, como dosis inicial. La dosis de mantenimiento fue
continuada con la mitad de la dosis de la combinacién anterior por aplicaciéon IV
cada 15-30 minutos segin necesidad, en base a parametros de evaluacién del
plano anestésico, especificos para la especie: El tono mandibular y el reflejo de

retirada en la extremidad anterior y posterior frente a estimulos dolorosos#®.

Acceso venoso.

Se disecé por planos en el drea submandibular derecha hasta ubicar la vena
yugular comun. Luego se canaliz6 con Venocat flexible #18 G, para la
administracion de Solucidn Fisioldgica 0.9% a un volumen de 8cc/kg/hora, al igual
que los anestésicos, el DMSO segun el grupo y el cloruro de potasio para la ulterior

eutanasia de la unidad experimental.

Monitorizacion de las constantes vitales.
La monitorizacién basica de las variables fisiolégicas consistié en la obtencién de
la frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria y la temperatura corporal tomada

a nivel rectal4s.

Procedimiento Quirurgico.

En dectbito prono se practicé una incision paravertebral bilateral 2 cm bajo los
rebordes costales, disecando por planos hasta ubicar ambos rifiones y su
respectivo hilio. Se realiz6 nefrectomia unilateral derecha*’. Luego se disecé la
arteria renal izquierda y se interrumpié el flujo sanguineo mediante clampaje
atraumatico durante 30 minutos33. Durante este tiempo el rifibn se mantuvo

eutérmico dentro de la cavidad abdominal.
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Finalizado el tiempo de isquemia se restituyo el flujo sanguineo verificando la
permeabilidad arterial evaluando el retorno de la coloracién renal preisquémica,

en caso contrario se descarté la unidad experimental.

Se cerr6 nuevamente la cavidad y se reperfundié por un periodo de 8 horas4é,

seguido de nefrectomia y eutanasia de la unidad experimental.

Toma de Muestras.

Muestras sanguineas.

Con el fin de no causar alteraciones hemodinamicas en las unidades
experimentales el volumen total de las muestras sanguineas no excedi6 los
10cc/kg de peso.

Cada muestra tuvo un volumen minimo de 2.5cc en cada toma:

¢ 12 toma: Previo al inicio del procedimiento quirtrgico, estado basal.
e 22 toma: Ocho horas posteriores a la reperfusion de las arterias renales,

previo a la realizacion de la eutanasia.

Cada muestra fue procesada en equipo automatizado para el analisis de creatinina
sérica. Los resultados fueron categorizados segin la clasificacion de RIFLE

mencionada anteriormente.

Muestras anatomopatoldgicas.

Luego de la nefrectomia izquierda se realiz6 una incisién coronal en la linea media
del mismo donde se coloco papel filtro y se introdujo en frascos individuales con
formalina buferizada para su preservacién hasta su fijacién en parafina y posterior
analisis histopatolégico con tincién histoquimica de hematoxilina eosina, segin

estandares internacionales.

Los estudios histopatologicos del rifidn fueron realizados por un Unico patélogo
quien desconocia el grupo al cual pertenece cada muestra. Se utiliz6 un

microscopio éptico binocular analizando cada lamina en 10 campos ecofuertes.
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Los hallazgos fueron reportados de una manera homogénea, categorizando cada

variable como ausente, leve, moderado o severo segun el criterio del patdlogo.

(Anexo1l).

Eutanasia.

Una vez finalizado el procedimiento se realiz6 eutanasia de la unidad experimental

siguiendo las normas de la American Veterinary Medical Association*°. Para tal

efecto se administro Cloruro de Potasio por via I.V. a dosis de 2 mmol/kg.

5.2. Definiciones Operacionales.

NOMBRE TIPO DEFINICION UNIDADES
Prueba quimica
Niveles séricos de Dependiente. sahguinea, utlhza('i,o como
creatinina Cuantitativa. marcador de funcion r.enal me/dl
(Valor normal en conejo
de 0.5-2.5mg/dl)
Evaluacién de la Dano:
estructura histopatolégica
del tejido renal. Ausente
=0%
D di e Extension del dafio
Histologia renal :f;liltaﬁ‘?:e (focal, multifocal, Leve
Extensa) =1-10%,
¢ Hiperemia medular
e Presenciade Moderado
leucocitos =11-24%

e Dilatacién tubular
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® Presenciade
cuerpos hialinos

¢ Adelgazamiento
del epitelio tubular

Severo
=25-45%

Muy Severo

e Presenciade > 46%
células
intratubulares
e Tubulorrexis
Se considerara como
célula en apoptosis,
aquella que cumpla una o
mas de las siguientes
caracteristicas:
Fase de ejecucion:
¢ Reduccién del Dafio:
tamaiio celular.
¢ Cromatina nuclear Ausente
condenzada por = 0%
debajo de la
membrana nuclear. Leve
=1-10%,
Cambios celulares Dependiente Fase de degradacion:
apoptoticos Cualitativa Moderado
e Cariorrexis =11-24%
¢ Ruptura celular en
varios fragmentos Severo
(cuerpos =25-45%
apoptoticos).
Muy Severo
Fase fagocitica: > 46%
e Caridlisis
¢ Fagocitosis de los
cuerpos
apoptoticos por las
células adyacentes.
Se considerara como Dafio:
célula necrotica, aquella
que cumpla una o mas de Ausente
Cambios celulares Dependiente las 51gu1?n’Fes =0%
necréticos Cualitativa caracteristicas:
Leve
¢ Edema celular. =1-10%,
e Vacuolizasion.
e Perforaciones dela | Moderado
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membrana celular. =11-24%
e Destrucciéon

celular. Severo
=25-45%

Muy Severo
> 46%

5.3. Universo, Seleccion y Tamario de la Muestra.

El tamafio de la muestra estuvo compuesto por un total de 29 conejos los cuales

fueron divididos en las siguientes categorias:

¢ Grupo sham: Comprendido por 5 de conejos.
e Grupo Isquemia-Reperfusion-SSN (I/R-SSN): Comprendido por 12 conejos.
e Grupo Isquemia-Reperfusion-DMSO (I/R-DMS0): Comprendido por 12

conejos.

Aleatorizacién de la muestra.

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

cada uno, iniciando desde el Grupo Control hasta el Grupo sham.

5.4. Criterios de Inclusién y de Exclusién.

Criterios de Inclusion.

¢ Conejos machos de la raza Nueva Zelanda.
¢ (Conejos con peso entre 2 0.5 Kg.

* Conejos en aparente buen estado de salud.
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Criterios de Exclusion.

¢ Conejos con anomalias estructurales evidentes.

¢ Conejos que fallezcan posterior a la induccion anestésica, previa finalizacién
del procedimiento quirdrgico, o previa finalizaciéon de las 8 horas de
reperfusion estipuladas.

o Conejos con anomalias renales macroscoépicas.

5.5. Procedimiento para la Recoleccién de la Informacion.

Andlisis estadistico.
Los valores obtenidos fueron tabulados en el programa Microsoft Excel 2007 y
analizados en el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows. Cada variable fue
explorada para determinar su distribuciéon mediante el test de Shapiro-Wilk para
definir su tratamiento con estadistica paramétrica o no paramétrica
e Variables Parametricas: Fueron analizadas mediante prueba T para
explorar su significancia, de encontrarse un valor p menor de 0.05 se
procedio al andlisis mediante U de Mann-Whitney para determinar la
significancia estadistica entre los 3 grupos.
e Variables no Parametricas: Fueron analizadas mediante la prueba de
Kruskal Wallis y posteriormente mediante Mann-Whitney para

determinar la significancia entre los grupos.

5.6. Procedimientos para Considerar los Aspectos Eticos.

El bienestar animal se realizé bajo los lineamientos del Consejo Canadiense para el
Cuidado Animal dictaminado en el afio 2007. Cada animal permanecid en jaulas
aisladas administrandosele agua ad libitum y alimentacién especial (concentrado
de conejo). Una vez finalizado el procedimiento se procedi6 a realizar eutanasia
siguiendo las normas de la American Veterinary Medical Association8. Para tal

efecto se administré Cloruro de Potasio por via I.V. a dosis de 2 mmol/kg.

36



6. RESULTADOS.

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

laboratorio y muestras histopatoldgicas de las 29 unidades experimentales.

Inicialmente, a cada variable, se le realizaron pruebas exploratorias de normalidad:
Shapiro Wilk para determinar el tipo de pruebas con el que se analizarian los
resultados - paramétricas o no paramétricas. La creatinina sérica pre y post
reperfusion cumplieron criterios de normalidad, mientras que las variables de
histopatologia no. Sin embargo; el grupo sham solo estuvo constituido por cinco
unidades experimentales, por lo que para el analisis de dicho grupo, solo se

utilizaron pruebas no paramétricas.
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6.1 Creatinina Sérica

La variable creatinina sérica basal se analiz6 mediante pruebas estadisticas
paramétricas (prueba T) y no paramétricas (Kruskal-Wallis) obteniendo
significancias de P = 0911 y P = 0.965 respectivamente, se establecié la
homogeneidad inicial de los sujetos en cuanto a valores de creatinina se refiere.

Las medias, valores minimos y maximos se representan en el cuadro 1.

Los valores de creatinina de las muestras tomadas al finalizar de las ocho horas de
reperfusion resultaron diferentes para cada grupo (p=0.02). Los contrastes entre

grupos muestran significancia en todos los casos:

e Grupo I/R-SSN vs Grupo I/R-DMSO p=0.003
e Grupo I/R-SSN vs Grupo sham p=0.000

e  Grupo I/R-DMSO vs. Sham p=0.002

Esto se refleja en los valores maximos, minimos y medias de cada grupo (cuadro 6).

Cuadro N° 6. Comportamiento de la X (max-min) creatinina basal y final (mg/dl).

Grupo I/R-  Grupo I/R - Grupo p
SSN DMSO sham
BASAL Xxcreatinina 0.91mg/dl 0.92mg/dl  0.92mg/dl
0.095

(min -max) (0.74-1.10) (0.70-1.10) (0.78-1.10)
FINAL X creatinina 2.9 mg/dl 2.26 mg/dl 1.5mg/dl  0.002
(min -max) (2.32-3.89) (1.75-3.20) (1.26-1.87)

Grupo I/R-SSN: Isquemia-Reperfusion-Solucién Salina Normal
Grupo I/R-DMSO: Isquemia-Reperfusién Dimetilsulfoxido

Los valores de creatinina post intervencién mostraron un incremento en todos los

grupos al compararlos con los valores de creatinina basal, siendo el aumento mas
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notable en el grupo I/R-SSN (incremento de 318%), seguido por el grupo I/R-
DMSO (incremento 245%) y finalmente el grupo Sham, (incremento de 178%).

Mostrando significancia estadistica con valores menores a p=0.001 para todos

ellos.
Grafica N° 1. Media de los niveles de creatinina
sérica pre y post I/R en los diferentes grupos.
3.5
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El grado de dafio renal se catalogé en tres niveles: “Risk”, “Injury” o “Failure” segiin
la clasificacion de RIFLE, basado en el incremento de creatinina post reperfusion

en comparacion a la creatinina basal.

Grafico N° 2. Categoria de dafio renal segun
RIFLE en cada grupo
” 80%
80%
o 70%
T 60%
[=
50% pr—
g 40(;: 40% O"Risk
& 30% "Injury"
ing 8% 8% 8% M "Failure"
° O7% U7%
0% 1 .
I/R-SSN I/R-DMSO Sham
Grupo

39



En el grupo I/R-SSN predominé el nivel mas severo de dafio renal segun la
clasificaciéon de RIFLE 92%- “Faillure”, en el grupo I/R-DMSO el nivel intermedio
de dafo renal - “Injury” 83% y finalmente en el grupo sham predomind “Risk”
80%, que equivale al nivel mas leve de dafio renal. Diferencias apoyadas por la

significancia estadistica encontrada.

6.2 Histopatoldgicos

El andlisis histopatologico de los rifiones de las unidades experimentales se realizd
con el fin de determinar el grado de severidad de las lesiones al igual que los
cambios apoptdticos y necroéticos en cada grupo segun los parametros establecidos

en la metodologia (Cuadro 7).

Cuadro N°7. Hallazgos histopatoldgicos en los grupos isquémicos.

Rifién normal Hiperemia medular
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Leucocitos Dilatacion tubular

Adelgazamiento de Epitelio Tubular Ruptura de membrana celular

Células Intratubulares Cilindros Hialinos

Tubulorrexis Vacuolizacion citoplasmatica
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Caracteristicas apoptdticos (cariorrexis, Caracteristicas necroticas
cariolisis, nucleos picnoticos) (vacuolizacion, destruccion celular)

Se evaluaron las 17 variables histopatolégicas en cada muestra, categorizando
cada una como ausente, leve, moderado o severo segin lo establecido
anteriormente. Se cuantificé por grupo experimental el nimero de asignaciones -
ausente, leve, moderado y severo - por variable, determinado el porcentaje de cada
una de ellas en cada grupo (Grafica 3). De la misma manera se agruparon los

parametros indicativos de apoptosis cuantificAndolos en cada grupo (Figura 7).
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Figura N°7. Parametros indicativos de apoptosis en los diferentes grupos.
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Entre los grupos, se observaron diferencias histopatologias entre el grado

de

severidad de las variables; las méas relevantes por grupo se pueden observar en la

(Figura 8).

Figura N°8. Hallazgos histopatoldgicos encontrados en los diferentes grupos

con sus caracteristicas distintivas.
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Grupo sham

Leve Hiperemia medular.

Leve cantidad de cuerpos
hialinos.

Leve adelgazamiento del
epitelio.

Leve presencia edema
intersticial, tubular e
intracelular.

Ausente a leve presencia de
células intratubulares.

Pardmetros de necrosis
ausentes a leves.

Parametros de apoptosis
ausentes a leves.

Grupo I/R-SSN
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Leve hiperemia medular.

Leve a moderada presencia de
células intratubulares.

Moderada a severa cantidad
de cuerpos hialinos.

Moderado a severo
adelgazamiento del epitelio.

Moderada a severa presencia
de edema intersticial, tubular
e intracelular.

Severos dafios por necrosis:

e Vacuolizacion celular

e Perforaciones de la
membrana celular.

¢ Destruccion celulary
desprendimento de
membrana basal

Leve a moderada presencia de
apoptosis:

¢ Nucleos picnéticos
e (Cariorrexis
e Cariolisis

Grupo I/R + DMSO
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Leve hiperemia medular.

Leve a moderada presencia de
células intratubulares.

Leve adelgazamiento del
epitelio.

Leve a moderada cantidad de
cuerpos hialinos.

Leve a moderada presencia
de edema intersticial, tubular
e intracelular.

Leves dafos por necrosis:

e Vacuolizacion celular

e Perforaciones de la
membrana celular.

¢ Destruccion celulary
desprendimento de
membrana basal

Leve presencia de apoptosis:
¢ Nucleos picnoéticos

e (Cariorrexis
e (Caridlisis

Cada variable histopatologica, fue analizada por estadistica no paramétrica
mediante el test de Kruskal Wallis, una vez determinada la diferencia entre los
grupos, (P< 0.05) se analizo la diferencia estadistica entre pares mediante la

prueba estadistica de Mann Whitney (Cuadro 8).

Cuadro N°8. Significancia estadistica de las variables histopatoldgicas y su

relacion entre ellas.
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Pruebas estadisticas

kruskal-

wallis Mann Whitney
I/R+SSNvs I/R+SSNvs  I/R+DMSO
I/R +DMSO Sham vs SHAM
Vacuolizacién 0.000 0.002 0.001 0.104
Edema Intracelular 0.003 0.007 0.006 0.279
Degeneracion
hidropica 0.003 0.002 0.027 0.442
Citoplasma
Basofilico 1.000 X X X
Separacion de
Membrana Basa 0.010 0.780 0.006 0.130
Ruptura de
Membrana Celular 0.000 0.002 0.000 0.160
Adelgazamiento del
Epitelio 0.003 0.017 0.00 0.328
Dilatacion Tubular 0.001 0.002 0.006 0.646
Cilindros Hialinos 0.062 X X X
Celulas 0.001 0.007 0.001 0.130
Intratubulares
Leucocitos 0.078 X X X
Tubulorrexis 0.001 0.028 0.001 0.009
Cariorrexis 0.001 0.005 0.002 0.234
Nucleos
Hipercromaticos 0.982 X X X
Caridlisis 0.001 0.010 0.004 0.234
Niicleo Picndticos 0.000 0.005 0.000 0.328
Hiperhemia Medular 0.149 X X X
Total de Puntuacion 0.000 0.000 0.000 0.370
Total de Puntuacion 0.000 0.000 0.000 1.300

de Apoptosis

Grupo I/R-SSN: Isquemia-Reperfusion-Solucién Salina Normal Grupo I/R-DMSO: Isquemia-
Reperfusion Dimetilsulféxido

Figura N°9. Variables histopatoldgicas en las que se observé una diferencia

significativa entre el grupo I/R-SSN y I/R-DMSO y no entre I/R-DMSO y sham.
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Pese a los nuevos conceptos existentes sobre dafio renal agudo y a los grandes
avances en su manejo, la mortalidad por dicha causa se mantenido entre un 30% y
un 50% durante el dltimo medio siglo>® 51 Estos avances, centrados en la
regeneracion de las células afectadas, han dejado a un lado el importante rol de la
prevencion del dano celular caracteristico de la necrosis tubular, resultante de
situaciones comunes como el arresto cardiaco, choque, trasplante renal,
tratamiento quirurgico de aneurismas suprarrenales o procedimientos vasculares

mayores35051

La falla renal aguda producida por el fenémeno I/R es un sindrome complejo que
involucra diferentes mecanismos como la anoxia, la liberacién de RLO y la

acumulacion de neutréfilos que magnifican la respuesta inflamatorias2.

El arsenal farmacolégico propuesto, aun en fase experimental, incluye la utilizaciéon
de algunos scavengers de RLO, cuyo principal mecanismo de accién es la
disminucién del dafio histico y la afectacion directa a las membranas celulares por
medio de la peroxidacién de acidos grasos polisaturados, con la subsecuente
elevacion de calcio citosdlico, la deplesién de ATP y la activacion de las caspasas

como paso inicial del proceso apoptético. 202151, 52

El DMSO como scavenger de radicales libres posee ademdas actividad
antiinflamatoria e inhibitoria de la agregacién plaquetaria, atributos que lo
convierten en una sustancia idonea para el tratamiento de una condicién con tan
diversas implicaciones fisiologicas2é , como lo es el fenémeno I/R, tal y como lo han
demostrado algunos estudios en diferentes érganos: Mucosa intestinal, retina,

higado, cerebro, piel, musculo, corazén, médula espinal, entre otros 3536.37.38,40, 41,42,
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El papel del DMSO en la proteccién renal no es aun claro, sin embargo estudios
previos han evidenciado efectos benéficos en la proteccion o amortizacién del
dafio renal por I/Ré. Este estudio reafirma dicha aseveracién y propone al DMSO
como una sustancia protectora y minimizadora de la muerte celular por apoptosis,
posiblemente por la disminucién de la presencia de RLO, abriendo la puerta a una
opcion de tratamiento sobre la premisa de que la célula afectada por la necrosis es
dificilmente recuperable; sin embargo, la célula afectada por apoptosis puede ser

potencialmente viable5!

Hoyos W y cols evaluaron el uso de DMSO como protector renal en el fendmeno
I/R, administrando DMSO en diferentes momentos del fendmeno- previo, durante
y posterior al inicio de la reperfusién. Los investigadores, en base a sus resultados,
atribuyen al DMSO propiedades protectoras para el rifiéon, observandose los
mejores resultados en el grupo de unidades experimentales tratados con DMSO al

momento de inicio de la reperfusion® tal y como se hizo en este estudio.

Dentro de la funcién renal la creatinina resulta un excelente marcador del dafio
renal en sus primeras 72 horas tal y como lo demostraron O’ Donell y Cols al
comparar la depuracion de inulina administrada por via endovenosa con los

niveles de creatinina en un modelo animal de I/R renal.>3

El comportamiento de los valores medios de creatinina exhibe un incremento con
respecto a los valores basales de cada uno de los grupos 178% grupo sham, 245%
I/R-DMSO y 318% I/R-SSN, con una significancia estadistica de P<0.00 entre
grupos (grafica 1), estos hallazgos respaldan la funcién protectora de DMSO sobre
la filtracion glomerular. La elevacion de creatinina observada en el grupo sham

puede explicarse por tres situaciones; la primera de ellas, la usencia por extraccion
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quirurgica del rifién derecho, segundo, la sobrecarga de liquidos endovenosos
durante el procedimiento quirdrgico y reperfusion o por el stress quirdrgico al que

fue sometida la unidad experimental.

El consenso Acute Dialisis Quality Iniciative (ADQI), estableci6 y valido la
clasificacion R.I.F.L.E de las siglas en ingles ‘Risk” (Riesgo), “Injury” (lesién) y
“Failure” (falla), clasificando la lesidn renal de acuerdo al incremento en los niveles
de creatinina con respecto al valor basal en 150%, 200% y 300%
respectivamente?8210  En este estudio las unidades experimentales
correspondientes al grupo I/R-SSN se distribuyeron en un 92% dentro de la
categoria Failure, comparado con 8% en esta categoria para el grupo I/R-DMSO y
0% en el grupo sham (grafica 2), con una diferencia estadistica entre grupos de

P=0.000

Los hallazgos histopatolégicos respaldan el incremento en los valores de creatinina
y el estadiaje de dafio renal y constituyen el eje central para la determinacién del
dafio por isquemia reperfusion. La caracterizacion morfologica celular por
microscopia sigue siendo el gold estandar para la identificacién de apoptosis a

pesar de la existencia de métodos cuantitativos mas novedosos?>.

El estudio histopatolégico de las muestras por microscopia de luz, refleja
diferencias estadisticamente significativas entre los especimenes del grupo I/R-
DMSO y el grupo I/R-SSN. La severidad del dafio entre ambos grupos se distribuye
en forma heterogénea donde la categorizacién del dafio como “severo” fue mayor
en el grupo [/R-SSN con un promedio de 22%, seguido por el grupo I/R-DMSO

(5%) y el grupo sham (2%) (Gréfica 3).
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La diferencia entre apoptosis y necrosis se debe principalmente a como la
membrana celular participa en cada uno de estos procesos. En la necrosis existe
una pérdida temprana de la membrana celular, lo que permite la entrada de iones
y liquido extracelular hacia el interior de la célula y conlleva a edema y
vacuolizacion de la célula y sus organelos. En cambio, en la apoptosis, la integridad
de la membrana celular persiste hasta las etapas tardias del proceso, por lo que los
cambios se ven mas que todo a nivel del nucleo?Y estas diferencias eran evidentes
en los especimenes, siendo clara el nivel mayor de apoptosis en el grupo I/R-SSN,

reforzando la actividad antiapoptotica de DMSO.

Al analizar las variables de forma individual, los resultados muestran diferencias
entre grupos en aspectos caracterisitcos de apoptosis: la aparicion de nucleos
picnoticos, cariorrexis y cari6lisis?® con mayor frecuencia y severidad en los
rifiones del grupo I/R-SSN en comparacidén a los demas grupos (Figura 7), indican
que DMSO como scavenger de RLO, posee una funcién antiapoptética en el
fenomeno I/R, lo que explicaria, en parte, su capacidad protectora en el rifion
durante un periodo de reperfusion, tal y como se ha descrito en trabajos anteriores
donde se evalua la utilizacion de sustancias antioxidantes para aminorar el dafo
por I/R, en los cuales ademads, han cuantificado los niveles de RLO encontrando

una relacion directa entre su concentracion y la severidad del dafio52.

Existen ademas resultados en este estudio que sugieren la influencia positiva del
DMSO sobre hallazgos caracteristicos de la necrosis como lo son la vacuolizacién y
ruptura de la membarana celular, dichas variables muestran mayor severidad en el

grupo I/R-SSN que I/R-DMSO (p=0.00). Esto pudiera explicarse por la accién
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antiinflamatoria ya descrita del DMSO en otros estudios2?3%32 y la relacion directa

entre necrosis e inflamacion.

Las tendencias en cuanto a dafio son visibles en las diferentes ilustraciones, sin
embargo llama la atencién que variables como vacuolizacién, adelgazamiento del
epitelio tubular, dilataciéon tubular, cariorrexis, cari6lisis y nucleos picnéticos no
muestran diferencias estadisticas significativas entre el grupo I/R-DMSO y el grupo
sham, pero si entre [/R-SSN y I/R-DMSO, hallazgos que permiten aseverar que la
severidad del dafio en el grupo sham, que no fue sometido a la isquemia y el grupo
tratado con DMSO no son diferentes a pesar de la injuria ocasionada por I/R

(figura 9).

Las demads variables evalian en forma general la lesidn histica y por consiguiente
la funcionalidad organica; parametros como la presencia o no del ribete en cepillo
de las células epiteliales, la presencia de células intratubulares, cuerpos hialinos y
la dilatacién tubular son de gran importancia en el diagnéstico histopatolégico del

daio renal.

El grupo sham en su gran mayoria mostrd un epitelio simple cibico alto; formado
por células con numerosas microvellosidades en su borde apical, constituyendo el
ribete en cepillo; ndcleo voluminoso situado hacia la base y nucleolo prominente,
el citoplasma se observo escasamente tefiido de aspecto homogéneo y leve edema
ocasionado probablemente por la sobrecarga de liquidos. Mientras que el grupo
I/R-SSN e I/R-DMSO muestran diferentes grados de afectaciéon siendo siempre

menores en el grupo tratado con DMSO.
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Los resultados histolégicos referentes a integridad tubular muestran resultados
similares a los obtenidos por otros autores>* sobre el efecto de algunas sustancias
antioxidantes sobre la proteccion de las células epiteliales de los tubulos
proximales que aunados a los hallazgos antiapoptoticos convierten a DMSO en una
sustancia promisoria para el tratamiento del dafio renal por isquemia reperfusion.
La investigacion basica debera puntualizar y explicar en un futuro los mecanismos
de accién y encontrar sus indicaciones mas precisas, asi como las dosis y efectos

secundarios para su posterior uso y beneficio a la humanidad.
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8. CONCLUSIONES.

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

e Se observaron cambios histolégicos compatibles con dafio renal agudo de
origen pre-renal y aumento de la creatinina sérica posterior a la intervencion en
los tres grupos.

¢ El manejo con DMSO en el fenomeno de I/R administrado posterior a un
periodo de isquemia renal, parece disminuir el deterioro de la funcién renal
durante el periodo de reperfusion, siendo superior al manejo convencional con
liquidos endovenosos.

¢ El manejo con DMSO en el fenomeno de I/R administrado posterior a un
periodo de isquemia renal, parece disminuir el dafio tubular renal desde el punto
de vista histopatoldgico, durante el periodo de reperfusion, siendo superior al
manejo convencional con liquidos endovenosos.

e El dafio renal observado presentd una distribuciéon multifocal en todas las
muestras de los diferentes grupos.

e FE] dafio renal se observo predominantemente en la corteza renal, en los tubulos
proximales y distales.

¢ El manejo con DMSO disminuye la muerte celular por apoptosis y en un modelo
de isquemia-reperfusion renal en comparaciéon al manejo convencional con
liquidos endovenosos.

e EIl estudio histopatolégico de las muestras renales tefiidas con hematoxilina
eosina evaluadas bajo el microscopio de luz por un patélogo permite identificar

a las células necrdticas y apoptéticas y determinar el grado de dafio renal.
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Los parametros de RIFLE resultaron compatibles con los hallazgos
histopatologicos de dano renal y podran ser utilizados en modelos
experimentales similares para determinar el grado de dano renal.

El grado de deterioro de la funcién renal reflejado por los cambios de creatinina
coincide con el grado de dafo renal reflejado en el estudio histopatodgico en los
diferentes grupos.

Los resultados obtenidos permiten identificar la superioridad del DMSO versus

el manejo convencional con liquidos endovenosos.
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9. RECOMENDACIONES.

Mejorar el modelo experimental para futuros estudios teniendo en cuenta un
adecuado monitoreo de signos vitales, gasto urinario y un mejor manejo de los
liquidos endovenosos.

Utilizar métodos cuantitativos como cualitativos para la medicién de apoptosis
y necrosis a nivel histopatolégico.
Realizar estudios que evalden otros efectos del medicamento sobre el fendmeno
de I/R en este modelo experimental.
Realizar estudios que evalden los efectos del medicamento con periodos de
reperfusién mas prolongados (24-48 horas).
Realizar estudios que evalien la sobrevida de las unidades experimentales

utilizando este modelo experimental.
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10.CRONOGRAMA.

Cronograma de Actividades.

MES

ACTIVIDAD

Entrega de protocolo
comité de tesis.

Entrega de

solicitud de asesor.

Resolucion de

comité de tesis

Modificaciones
protocolo.

Prueba piloto

Actividades de

gestion de insumos

Actividades de adquisi
de insumos

Realizacién
experimentos

ABRIL

MAYO

JUNIO

JULIO

AGOSTO

SEPTIEMBRE

OCTUBRE

NOVIEMBRE

DICIEMBRE

ENERO

Obtencion de resultados

Tabulacién de resultados

Analisis de resultados

Redaccion de tesis

Entrega de Tesis

Defensa de tesis
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11.PRESUPUESTO.

+ Animales de experimentacion.

Caracteristicas: Conejos machos de raza Nueva Zelanda.
Costo por unidad: $2.20 por kg de peso de conejo.
Numero de unidades: 31 conejos de 2.5 +/- 1 Kg

Costo: $150.00

Jaulas y alimentos para el mantenimiento de los conejos: $50.00

+» Medicamentos:

Ketamina.

Caracteristicas: Presentacion de 50mg/1ml, frasco de 35ml
Costo por unidad: $15.00

Numero de unidades: 20 frascos.

Costo: $300.00

Acepromacina.

Caracteristicas: Presentacion de 2mg/10ml, frasco de 100ml
Costo por unidad: $25.00

Numero de unidades: 2 frascos.

Costo: $50.00

Dimetilsulféxido (DMSO).

Caracteristicas: Ampolla de 10 mL al 99.9%
Costo por unidad: $5.00

Numero de unidades: 12

Costo: $60.00

Solucién Salina Normal (SSN).

Caracteristicas: 0.9%, 500ml
Costo por unidad: $2.50
Niumero de unidades: 10
Costo: $25.00
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«» Insumos médicos: $200.00

Pruebas de laboratorio: $150.00

O/
0’0

’0

Patdlogo: $400.00

-,

% Gastos de alimentacién y trasporte: $400.00

% Imprevistos: $800.00

Resumen de presupuesto.

Animales de experimentacion $153
Medicamentos $435
Pruebas de laboratorio $150
Insumos médicos $200
Patélogo $400
Gastos de alimentacion y transporte $400
Improvistos $800

TOTAL $2,538
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