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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La principal causa de la Insuficiencia renal aguda (IRA) es la isquemia renal?, entidad
clinica frecuente en escenarios hospitalarios en donde se hace presente la
disminucion del flujo sanguineo renal. La IRA esta presente en aproximadamente un
5% de los pacientes hospitalizados y en un 30% a 50% de los pacientes en unidades

de cuidados intensivos, su mortalidad asociada oscila entre un 15% y 60%?2.

A pesar de todos los esfuerzos y el desarrollo farmacolégico de la medicina en las
ultimas décadas, esta patologia continua manteniendo cifras significativas de
morbimortalidad a diferencia de otras patologias isquémicas como el Infarto agudo de

miocardio (IAM) y el Accidente cerebrovascular (ACV)3,4

Una de las causas de IRA es el sindrome de isquemia-reperfusion (IR) renal, el cual se
ha asociado a la hipoxia y acumulo de sustancias de desecho como la produccién de
radicales libres de oxigeno. El uso de antioxidantes como tratamiento para dicho

problema ha sido y continuara siendo motivo de estudio.

El efecto de sustancias con accidn antioxidante o aminoradoras del insulto oxidativo
son una opcion terapéutica perseguida, dado el protagonismo de los radicales libres

en la fisiopatologia del dafio por IR.

Resultados obtenidos de investigaciones anteriores realizadas en la Universidad Dr.
José Matias Delgado®,® demuestran que el uso de DMSO disminuye el dafio renal por
esta causa, dicha sustancia ademas de sus propiedades como barredor de radicales

libres de oxigeno (RLO) es también un eficiente vehiculo en la terapia farmacolégica.

Dadas las condiciones actuales y el conocimiento previo en estudios anteriores, el
grupo investigador se plantea investigar: ;Qué efecto tiene el uso combinado de
Dimetilsulféxido y N-acetilcisteina en la proteccion renal de un modelo animal de

isquemia-reperfusion?



JUSTIFICACION

La insuficiencia renal aguda (IRA) es un sindrome clinico caracterizado por un
deterioro de la funcion renal en un corto periodo de tiempo. Esta patologia es una
complicacién que se encuentra en un 30% de los pacientes en las unidades de
cuidados intensivos y es asociado con una alta mortalidad, entre un 25-90% en este

grupo de pacientes.

En El Salvador, 1a IRA fue una de las primeras diez causas de muerte hospitalaria en el
afio 20087 y es una de las complicaciones mas frecuentemente encontradas en el
ambito médico-quirurgico. La mayoria de pacientes que sobreviven a eventos de IRA
recuperan la funcién normal del rifién, sin embargo el 50% presentan un defecto
funcional, requiriendo tratamientos invasivos como la hemodialisis, o el trasplante

renal donde el sindrome de IR también posee importancia.

La IRA es un sindrome de etiologia multifactorial y se clasifica en pre renal, post renal
e intrinseca8. Esta ultima se caracteriza principalmente por una disminuciéon de la
perfusion renal prolongada, situacion observada en shock hemorragico, shock séptico,

arresto cardiaco, cirugias, etc.

El insulto renal no solo es producido por evento isquémico, posterior a éste en la
mayoria de situaciones sobreviene el fendmeno de reperfusion. En la etapa de la
hipoperfusion, la disponibilidad de glucégeno se agota y se inicia el dafio isquémico
que aumenta por la etapa subsiguiente de reperfusion en donde la produccién de

radicales libres y los cambios micro circulatorios multiplican el dafio.?

Investigaciones anteriores utilizando un modelo de IR renal realizadas en la
Universidad Dr. José Matias Delgado demostraron que la aplicacién del DMSO
posterior a una injuria isquémica evita la progresion de la necrosis tisular aguda, y
disminuye el deterioro de la funcién renal durante el periodo de reperfusién®®. El
DMSO es un barredor de radicales libres, analgésico tdpico, crioprotector, y ha sido

utilizado como vehiculo en la terapia farmacolégical®.



Actualmente se estan investigando distintas sustancias con caracteristicas similares,
con el fin de disminuir el dafio provocado por el sindrome isquemia reperfusion. La N-
acetilcisteina (NAC) se considera un agente que cumple dichas caracteristicas, ya que
gracias a sus propiedades antioxidantes protege el riién ante una injuria por
isquemia reperfusion. Nitescu realiz6é un estudio utilizando NAC en un modelo de IR
renal en ratones donde concluyd que esta sustancia mejora la funcién renal, y reduce

la inflamacién intersticialll.

En esta investigacion se evaluara el efecto de las sustancias antes mencionadas en el

daiio renal, utilizando un modelo animal de IR.



MARCO TEORICO

La homeostasis es de vital importancia para la supervivencia, entra en juego el
volumen de liquidos, composicion y distribucion de éstos en el cuerpo. La piel, las

pérdidas intestinales y los pulmones forman parte de este proceso; sin embargo, la

mayor responsabilidad recae en el rifidon.

Anatomia y Fisiologia

El rifién es un o6rgano simétrico situado en la pared posterior del abdomen en el
espacio conocido como retroperitoneo. Se estima que su peso aproximado es de 150
g, con una longitud de +-10 cm, +-5 cm ancho y +-2.5 cm de grosor. Posee un hilio
renal situado en la cara medial, es aqui donde penetra la arteria renal y emergen la

pelvis y la vena renal. La vena renal se encuentra anterior a la arteria renal, la cual a

su vez esta delante de la pelvis renal.1?

Figura 1. Organizacion general de los rifiones y del sistema urinario
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Guyton AC, Hall JE. Textbook of Medical Physiology: With STUDENT CONSULT Online Access. 112 ed. Saunders; 2005.
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Al practicar un corte longitudinal se observan dos regiones: corteza y medula, la ultima
cuenta con numerosas masas de tejido llamadas piramides renales cuyas bases emergen
en el limite entre la corteza y medula terminando en la papila la cual penetra en el espacio
de la pelvis renal. El borde externo de la pelvis se divide en los calices mayores, los cuales
se extienden por abajo y forman los cdlices menores que recogen la orina de los tubulos

de cada papila.*

Irrigacion

El flujo sanguineo renal constituye aproximadamente el 22% del gasto cardiaco. La
arteria renal, rama de la aorta abdominal, penetra en el rifién a través del hilio,
ramificAndose internamente convirtiendo al rifidén en un 6rgano muy vascularizado.

La vena renal se encarga del drenaje venoso desembocando en la vena cava inferior.!3

Unidad funcional del riiidn

La nefrona es la unidad funcional del rifién, esta formada por el glomérulo, capsula
renal y tubulo renal. Cada rifién posee aproximadamente 1 millén de nefronas, cada
una de ellas tiene la capacidad de producir orina. La mayor parte de ellas se
encuentran en la zona cortical y sélo la porcion conocida como asa de Henle se

encuentra en la zona medular.

El glomérulo esta conformado por capilares glomerulares ramificados y unidos entre
ellos, recubiertos por dos capas de epitelio. El epitelio visceral incorpora y forma
parte de la pared capilar separada de las células endoteliales por la membrana basal.
El epitelio parietal delimita el espacio de Bowman, cavidad en la cual el primer

producto del filtrado del plasma se colecta.l*

Filtrar el plasma y eliminar sustancias de este filtrado segin las necesidades del
organismo es la principal funcién del rifién. De igual forma eliminar productos del

metabolismo como urea, creatinina y acido drico corre por cuenta del rifion.

El inicio de la formacion de orina se da en el glomérulo el cual filtra una gran cantidad

de liquido a través de los capilares glomerulares hacia la capsula de Bowman. La tasa

11



de filtracion glomerular (TFG) depende del equilibrio de las fuerzas hidrostaticas y
coloidosmoticas que actuan a través de la membrana capilar y el coeficiente de
filtracion capilar. En un adulto la TFG promedio es de 125mL/min lo que equivale a
180 L/dia, la fraccién de filtracion normal es de 0.2 lo que significa que
aproximadamente 20% del plasma que pasa por el rifiidn se filtra en los capilares

glomerulares. 13
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INSUFICIENCIA RENAL AGUDA

Definicion

La insuficiencia renal aguda (IRA) o falla renal aguda es un sindrome caracterizado
por retencion de productos nitrogenados, una disminuciéon brusca del filtrado
glomerular y alteraciones del equilibrio hidroelectrolitico y acido basico. Se
caracteriza por un aumento del 50% sobre el nivel basal de creatinina sérica o por una

disminucion del 50% en la depuracidn de creatinina®.

Esta entidad se produce en un 5 hasta un 30% de los ingresos hospitalarios y en
unidades de cuidados intensivos respectivamente.® La IRA complica numerosas
enfermedades, en su mayoria es reversible, sin embargo es una causa significativa de
morbilidad y mortalidad intrahospitalaria. Este sindrome se puede presentar como
un proceso de adaptaciéon a una deplecion del volumen e hipotension, sin dafio
intrinseco renal; asi como en respuesta a un dafio renal por citotoxicos, isquemia o
proceso inflamatorio que provoca un dafo estructural y funcional del rifién; o por una

obstruccion del flujo urinario. Por lo que se clasifica en tres categorias!®:

1. IRA prerenal (en trastornos de hipoperfusion),
2. IRArenal o intrinseca (en enfermedades del parénquima renal)

3. IRA posrenal (en obstrucciones)

El consenso de la Acute Dialisis Quality Iniciative (ADQI)!6,'7, que involucré a
intensivistas y nefrélogos publicé la definicidn de falla renal aguda con el acrénimo de
RIFLE, por sus siglas en ingles: “Risk”, “Injury”, “Failure”, “Loss” y “End Stage”,
clasificando a la IRA en tres estadios de severidad aumentada (riesgo, dafio y falla
renal) y dos estadios de resultado del dafio (Perdida y estadio final) (figura 2), esto se
basa en cambios de creatinina sérica o gasto urinario de la condicion inicial. Los
estadios de severidad aumentada poseen una mayor sensibilidad y los estadios del

resultado del dafio poseen mayor especificidad.
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Dicha iniciativa llevo a cabo un estudio retrospectivo en siete unidades de cuidados
intensivos (UCI) de un centro de nivel terciario durante un periodo de un afio. Se logré
asociar mayor severidad de la enfermedad con una edad avanzada en los usuarios, de
igual forma aquellos pacientes con una insuficiencia renal cronica pre-existente y una
admision hospitalaria no en UCI se asociaron a riesgo aumentado para la presencia de
falla renal aguda y el maximo estadio segun RIFLE clase F. Mas de la mitad de los
pacientes con clasificacion RIFLE R progresaron a clase RIFLE I o F, y mas de un tercio
de paciente Clase I progresaron a Clase F. Se estim6 que el tiempo promedio para
progresar a la Clase I fue de 1 dia y a la Clase F de 4 dias. Dicho estudio concluy6 que el
incremento de la severidad de la falla renal aguda se asocié a un aumento en el tiempo
del paciente en UCI asi como un doble incremento de peligro para la mortalidad
hospitalaria.18

Criterios de RIFLE

Acronimo de RIFLE

GFR criteria Urine output criteria

Increased SCreat > 1.5

. UO <.5 mikg/h
Risk or
GFR decrease > 25% | % 6hr High
sensitivity
Increased SCreat X 2 | g < 5 mikgh
Inju or ¥ 12 h
WY GFR decrease >50% :
Increased SCreat = 3
GFR decrease >75% | UO <3 mikgh &
or % 24 hr or 3
Failure SCreat =4 mg/di Anuria X 12 hrs O
Acute rise >0.5mg/d|
High
S e sprdificity

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

End Stage Kidney Disease

ESKD (=3 months)

Figura 2. Criterios de RIFLE

FG: Filtrado Glomerular

IRA: Insuficiencia Renal Aguda

ESKD (End Stage Kidney Disease): IRC (Insuficiencia Renal Estadio Terminal)

Bellomo R, Ronco C, Kellum JA, Mehta RL, Palevsky P; Acute Dialysis Quality Initiative workgroup. Acute renal failure -
definition, outcome measures, animal models, fluid therapy and information technology needs: the Second International
Consensus Conference of the Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) Group. Crit Care. 2004 Aug;8(4):R204-12. Epub 2004
May 24.
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Clasificacion

La IRA prerenal es la entidad mas frecuente y responde a un estado de hipo perfusion
renal. Es importante recalcar que la integridad del tejido parenquimatoso renal esta
intacta gracias a la liberacion de vasodilatadores y 6xido nitrico, manteniendo asi la
funcion adecuada de estos o6rganos. La IRA prerenal representa la causa mas comun
de dafio renal?,1%, ya que suele presentarse en escenarios clinicos caracterizados por
hipovolemia, disminucion de la funciéon cardiaca, vasodilatacion sistémica o
vasoconstriccion intrarrenal??; esto se puede observar en las pérdidas del volumen
sanguineo por infecciones gastrointestinales, quemaduras, hemorragias, entre otros,
asi como en escenarios de disminucion de la perfusion renal en pacientes con
insuficiencia cardiaca congestiva y choquel®. Los estados de hipoperfusion severos,

pueden ocasionar lesiones al parénquima renal y convertirse en una IRA intrinseca.

La IRA intrinseca acompafia numerosos trastornos que afectan el parénquima renal.

Esta a su vez se divide en:

1. Enfermedad de los grandes vasos renales

2. Enfermedades de la micro circulacion renal y los glomérulos
3. IRA isquémica y nefrotdxica
4

Enfermedades tubulo intersticiales

La IRA pos renal se observa comunmente en aquellos casos de obstruccién del flujo

urinario.

La IRA prerenal y la Necrosis Tubular aguda (NTA) isquémica son parte de un
espectro de manifestaciones del fendmeno de hipoperfusion prerenal, observando IRA
en casos de hipoperfusién leve a moderada y la NTA isquémica en los casos de

exposicidn prolongada o severa?1.

La NTA se observa con mayor frecuencia en casos de 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 obstruir el flujo sanguineo adrtico o renal

por mas de 60 minutos.
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Morfologicamente la IRA causada por disminucion del flujo sanguineo y/o isquemia se
observa principalmente en la médula externa y corteza del rifion. Estos dafios
celulares inducen estados de apoptosis, necrosis y otros tipos de disfuncion celular?l.
Estos cambios se pueden observar bajo un microscopio de luz y se presentan a

continuacion.

Tabla 1. Cambios microscdpicos caracteristicos de la Necrosis Tubular Aguda.

Hiperemia medular
Vacuolizacion citoplasmatica
Edema Intracelular

Degeneracion hidrépica

Células intratubulares
Cilindros Hialinos
Dilatacion tubular

Presencia de leucocitos

espongosa Nucleos hipercromaticos
Citoplasma epitelial basofilo Cariorrexis
Pérdida del borde en sepillo Cariolisis

Ruptura de membarana celular

Nucleos picnéticos

Adelgazamiento del epitelio Prominencia del epitelio
Separacion de membrana basal parietal de la cadpsula de
Tubulorrexis Bowman

Diagnostico

Para establecer el diagnostico se requiere de una historia clinica exhaustiva, un
examen fisico y exdamenes de laboratorios. Como lo menciona la definicion de IRA,

existe un aumento de los niveles de creatinina y de nitrégeno ureico.

En la investigacidn se tomaran en cuenta los siguientes examenes de laboratorio para

identificar este sindrome:

1. Creatinina

2. Nitrégeno Ureico
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Parametros bioquimicos de la funcion renal

Creatinina

La creatinina es un compuesto organico derivado del metabolismo normal de
degradacion de los musculos. Es un componente liberado constantemente en el
plasma filtrado en el glomérulo y no es reabsorbido o metabolizado por el rifién es
una de sus caracteristicas principales. En la IRA los niveles séricos de creatinina
aumentan rapidamente debido al dafio por isquemia renal. Los niveles normales en
los hombre son 1 a 1.2 mg/dl y en mujeres de 0.8 a 1 mg/dl. Es el parametro mas

usado para el diagnostico de esta enfermedad. 18,22

Nitréogeno ureico (BUN)

La concentracion de urea normalmente se reporta como nitrégeno ureico sanguineo,
la urea es un compuesto nitrogenado que se produce en el ciclo hepatico, los niveles
de BUN son utilizados para evaluar la funcién renal basada en la capacidad de rifién
de extraer desechos nitrogenados en sangre. Su sensibilidad no es tan buena ya que
aproximadamente el 75% del tejido renal debe haber perdido su funcidn para poder
detectar valores altos en sangre. En animales sanos la urea es filtrada del plasma por
el glomérulo renal aunque alguna urea es reabsorbida a la sangre en los tubulos
renales, la mayoria se excreta en orina. La isquemia renal disminuye la funcién renal
evitando que se remueva eficientemente la urea causando un aumento del nivel de
BUN.23 En la IRA los valores del nitréogeno ureico oscilan en valores superiores a lo

normalde 10y 20 mg/dl

Relacion creatinina: BUN
La relacion normal es de 1:10, dependiendo el dafio esta relacion se ve alterada o

preservada como en el caso de la necrosis tubular aguda.
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SINDROME ISQUEMIA /REPERFUSION (I/R)

Varios factores entran en juego al hablar del sindrome isquemia/reperfusion, estudios
morfoldgicos han demostrado que el dafio provocado por la isquemia en el segmento
distal del tibulo proximal es irreversible, mientras que el segmento proximal sufre un
dafio reversible, esto aumenta la disminucidn de la filtracién glomerular jugando un
papel crucial en este sindrome 2% Dentro de los factores mas reconocidos como
causantes de la lesion por I/R se encuentran: El dafio tisular por radicales libres,
aumento del ion calcio, activacion del complemento y plaquetas, activaciéon de
citoquinas y liberacion de 6xido nitrico* 25. La sensibilidad y resistencia de cada
organo o tejido es distinta al hablar de pérdida parcial o total del flujo sanguineo, las

extremidades toman mas tiempo que el cerebro?é.

La literatura menciona dos tipos de isquemia: La isquemia caliente, que sucede con la
interrupcion del flujo sanguineo pero la temperatura del 6rgano se mantiene al mismo
nivel que tiene normalmente en el organismo, y la isquemia fria que se desarrolla
cuando el drgano esta fuera del organismo, a una temperatura de 4°C, esta posee la
finalidad de enlentecer el metabolismo del 6rgano antes de ser implantado?’. La
investigacion en el trasplante de dérganos ha creado una serie de técnicas de
preservacion de los drganos in situ donde la temperatura se mantiene entre 12 - 14°C,
esto se conoce como isquemia tibia 27 26, Una serie de procesos se llevan a cabo desde
la restriccion del flujo sanguineo y su posterior reperfusion, dichos procesos son

decisivos en la viabilidad funcional de los organos?’.
Fase Isquemia

Esta fase es donde se interrumpe el flujo sanguineo bloqueando el aporte de oxigeno
al 6rgano y el metabolismo celular sufre una transformacion de aerobio en anaerobio.
La presencia del metabolismo anaerobio y el aumento de acido lactico provocan una
acidosis metabolica produciendo disminucidon del nivel energético asociado a una
alteracion en el gradiente intermembrana celular alterando la homeostasis?8. Durante
este periodo se da el catabolismo del ATP que lleva a la acumulacién de hipoxantina

con generacion de radicales libres de Oz con la reentrada del Oz, de igual forma hay
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una promocidn de la expresion de productos génicos pro inflamatorios y supresion de
algunos productos genicos protectores. De esta forma la fase de isquemia produce un
estado pro inflamatorio que aumenta la vulnerabilidad del tejido durante la
reperfusion. La investigacion ha comprobado que periodos de tiempo de isquemia
superiores a 1 hora son capaces de producir alteraciones irreversibles en la estructura

renal, y estas lesiones irreversibles empeoran ante un periodo de reperfusion?8.
Fase reperfusion

Durante la reperfusidn se recupera el flujo sanguineo aumentando el nivel energético,
regresando a un ambiente aerdbico. Los mecanismos que se activan debido a este
proceso conllevan a un mayor dafio hasta culminar en muerte celular, comienza desde

pocos minutos de iniciada la reperfusion hasta dias después de la injuria.?®

Al haber una reintroduccion del Oz se crea el anion superédxido (02-) y otros
metabolitos reactivos del oxigeno, como el perdxido de hidrogeno (H202) a través de
la superoxido dismutasa (SOD). El radical hidroxilo (OH-) puede producirse a partir
de la reaccion del superoxido y el H202 en presencia de iones Fe2+ y Cuz+ (Reaccién de
Haber-Weiss) o solo por el H202 en presencia de Fe2+ (Reaccion de Fenton). Luego de
la activacion de los neutroéfilos, la mieloperoxidasa (MPO) neutrofilica genera acido

hipoclorhidrico (HOCI) (figura3)2°.
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Figura 3. Fisiopatologia del sindrome isquemia-reperfusion
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Extraido de Welbourn CRB, Goldman G, Paterson IS, et al. Pathophysiology of ischaemia reperfusion injury: Central role of the neutrophil. British Journal of

Surgery. 1991;78(6):651-655.

Radicales libres de oxigeno.

Un radical libre de oxigeno se considera a cualquier especie con capacidad de
existencia independiente que posee uno o mas electrones sin apareamiento,

convirtiéndose en altamente reactiva.3?

El complejo citocromo oxidasa situado en la mitocondria es uno de los responsables
en la reduccion del oxigeno en condiciones normales, al final de la cadena

transportadora de electrones actia aceptando los iones hidrégeno, formando agua?®.

Los productos de la reduccién del oxigeno son, superdxido (02-), perdxido de
hidrégeno (H202) y radical hidroxilo (OH-). El perdéxido de hidrégeno (H202) es
citotdxico debido a su moderada capacidad oxidativa. El radical hidroxilo se considera
altamente reactivo e inestable asi como potente oxidante. El superdxido es
quimicamente un buen reductor y una sustancia moderadamente reactiva y puede

iniciar una reaccion de radical libre.
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La produccion de radicales libres se considera en tres contextos: exdgenos,
fisiologicamente endogenos, y fisiopatoléogicamente enddégenos?t. La produccion
exégena se presenta en la radiacién electromagnética (radiacién ionizante)
induciendo la formacion intracelular de radicales. La produccién fisiolégicamente
enddgena se encuentra en la mitocondria la cual reduce cierta cantidad de oxigeno en
presencia de NADH (dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido) creando el
superoxido. La produccidn fisiopatolégicamente enddgena se enfoca en el sistema
xantina oxidasa. La isquemia produce una deplecion de la adenosina trifosfato (ATP)31
provocando dos situaciones: 1)Hay un aumento en la concentracion de hipoxantina la
cual es un producto del metabolismo del ATP3?; 2) Hay una disfuncién en las bombas
de iones situadas en la membrana dependientes de ATP con su consecuente
incremento de los niveles de calcio en la mitocondria y citosol33. La hipoxantina
normalmente es oxidada en acido urico por la enzima xantina deshidrogenada,
aunque también puede ser oxidada por la xantina oxidasa, la cual es una isoforma de
la xantina deshidrogenasa que transfiere un electron al oxigeno produciendo el
superoxido34. La conversion de deshidrogenasa a oxidasa esta bajo la influencia de
una proteasa dependiente de calcio, ésta es activada por varios factores, dentro de
ellos se encuentra la isquemia, factor de necrosis tumoral, interleucina 1 y 3, asi como
el quinto componente del sistema complemento, entre otros3> 3¢. La duraciéon de
isquemia requerida para que se de esta conversion varia de drgano a drgano, en el

rifién se estima alrededor de 30 minutos3”’.

Se ha comprobado que los radicales libres de oxigeno a altas concentraciones
conllevan a dafo oxidativo sobre lipidos, proteinas y los acidos nucleicos?’. La
lipoperoxidacidon de las membranas celulares aumenta la liberacion de sustancias del
citosol, incrementando la respuesta inflamatoria local. Los radicales libres de oxigeno
actuian sobre la via intrinseca de apoptosis asi como barren el 6xido nitrico,
elevandose en la fase de isquemia, por lo que se les atribuye funciones dafinas

durante la fase de reperfusion38.
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DIMETILSULFOXIDO (DMSO)

El papel de las sustancias antioxidantes ha sido y continuara siendo estudiado por
muchos afios mas, debido a que sus propiedades pueden reducir la lesiéon ocasionada

por los radicales libres derivados de oxigeno.

Los antioxidantes se clasifican en enddgenos y exdgenos, ademas por su sitio de
accion en intracelular, membrana y extracelular. Presentan diferentes mecanismo de
accion que los divide en: inhibidores de la produccion de radicales libres, barredores
de los radicales libres, inhibidores de los neutréfilos, inhibidores de la peroxidacién y

condicionantes de la situacion oxidativa y energética pre isquémica. 3°

El Dimetilsulféxido (DMSO) se obtiene del procesamiento de la pulpa de Madera en la
fabricacion de papel, fue descubierto en 1866 por Saytzeff para uso como solvente
organico y criopreservante. Pero fue hasta el afo 1961 que el Dr. Jacob utiliz6 esta
sustancia en el campo médico. Descubrio que el DMSO atraviesa rapidamente la
epidermis y las membranas celulares sin ocasionarles dafio, es por esto que se ha

utilizado como acarreador de medicamentos en dicha barrera.

Este farmaco es usado en diversos campos de la medicina por sus propiedades
antiinflamatorias, analgésicas, bacteriostatico, protector de lesién isquémica3/, sin
embargo solamente tiene la aprobacién de Food and Drug Administration (FDA) para
uso de preservacion de organos en trasplante y en cistitis intersticial. Durante los
primeros afos experimentales con este farmaco, surgié una muerte por causa
desconocida, sin embargo no se han reportado otras muertes hasta la fecha. Su
principal efecto adverso es halitosis con olor a ajo que se produce a pocos minutos de
su uso, no importando su via de administracion. Ademas se han reportado otros
efectos adversos sistémicos dependientes del uso del DMSO, tales como: nauseas,
vomito, diarrea, hemolisis severa; reacciones anafilacticas manifestadas como rash,
eritema y ocasionalmente broncoespasmo; falla renal, hipertension diastolica y
sistdlica, bradicardia, bloqueo cardiaco, y raramente edema pulmonar o arresto

cardiaco3°.
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Se han documentado diversas acciones farmacoldgicas del Dimetilsulféxido: se ha
usado para tratar ulceras diabéticas, amiloidosis, gastritis erosiva, prevencion de
isquemia en colgajos quirdrgicos, sin embargo hay deficiencia en un disefio adecuado

de los ensayos clinicos.4?

Farmacocinética

El DMSO posee una vida media de 12 a 15 horas, este componente se produce de la
oxidacion a dimetilsulfona, y al reducirse a dimetilsulfuro. La dimetilsulfona y el
dimetilsulfuro son eliminados por la orina y por las heces. El dimetilsulfuro es
excretado por la piel y las vias aéreas produciendo el olor caracteristico a ajo. Se ha
visto que al administrar el DMSO por via oral, se produce una excrecién completa en

120 horas.

A continuacion se detallaran unos efectos del Dimetilsulfoxido.

El DMSO como Antiinflamatorio

El Dimetilsulféxido reduce la inflamacién por diversos mecanismos. Con su poder
antioxidante reduce los radicales libres producidos durante una lesion. Ese efecto ha
sido investigado en numerosos estudios y se ha concluido que este farmaco puede ser
utilizado con este fin en todos los casos de inflamacién excepto las causas de infeccion

o tumoral.!

DMSO en casos de trauma del sistema nervioso central

El Dr. de la Torre 1971, ha experimentado en animales el uso del DMSO en casos de
lesiones en el sistema nervioso central, comprobando que este farmaco disminuye
significativamente la presion intracraneal, estabiliza la presiéon arterial, mejora la
respiracion y aumenta el flujo urinario y el flujo sanguineo hacia la medula espinal.
Por lo que se empez6 a utilizar en humanos que presentaban trauma craneoencefalico

evidenciando que realmente disminuye la presion intracraneana.*!

DMSO protector en lesion isquémica
El Dr. De la Torre ha realizado diversas investigaciones sobre el efecto del DMSO en

las lesiones isquémica concluyendo que este farmaco logra antagonizar sustancias
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vaso activas liberadas por las plaquetas. El DMSO bloquea los receptores de

prostaglandinas responsables de la agregacion plaquetaria y vasoconstriccion.#?

Ademas se ha descrito que los neutréfilos participan grandemente en la lesion
provocada por isquemia reperfusion, aumentando la sintesis de radicales libres de
oxigeno y de enzimas proteoliticas exacerbando la lesidon andxica al ocluir el vaso
sanguineo. El DMSO protege la integridad de la membrana celular reduciendo la
adhesion plaquetaria por el colageno, protegiendo el endotelio vascular y facilitando
la liberacién de prostaglandinas. Ademas el uso de antioxidantes, como el DMSO,
previene la acumulacion de neutréfilos en el tejido reperfundido protegiendo asi del

dafio durante el sindrome isquemia reperfusion.#2
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N-ACETILCISTEINA (NAC)

El N-acetilcisteina (NAC) es un componente de bajo peso molecular que se utiliza para

sustituir el glutation. Es el precursor de los aminoacidos L-cisteina y glutation*3.

Los primeros usos de NAC fueron como agente mucolitico en las enfermedades
respiratorias cronicas y como antidoto de sobredosis con acetaminofén.
Recientemente se esta realizando estudios en animales demostrando el poderoso
efecto antioxidante del N-acetilcisteina en casos de enfermedades cardiacas, infeccion

por VIH, cancer, etc*.

Se han realizado estudios investigando la utilidad del N-acetilcisteina en el fendmeno
de isquemia y reperfusion renal. Se comprobd que esta sustancia, mejoraba la funcién
renal posterior a esta lesion, mejorando los niveles de creatinina sérica en 24 horas.
Nitescu y col. en el 2006, investigaron un modelo de isquemia/reperfusion renal en
ratas, administrando 200 mg/kg intraperitoneal de NAC. Se demostr6 que NAC
mejora la funcion renal, reduce la inflamacion intersticial y atenta el estrés oxidativo

provocado por este fendémenoll.
Quimica y farmacocinética

El NAC contiene un componente sulfidrilo que posterior a la ingesta oral, es
rapidamente absorbido en diferentes tejidos. Este elemento es metabolizado en el
higado e intestino alcanzando niveles plasmaticos picos en una hora y desapareciendo
del contenido plasmatico en menos de 12 horas posterior a su ingesta. Presenta una
biodisponibilidad baja (4%), sin embargo aparenta ser clinicamente efectivo. La
actividad biolégica del NAC es atribuido al grupo sulfidrilo, pero el efecto antioxidante

esta a cargo del grupo amino.*3
Mecanismo de accion

El aminoacido N-acetilcisteina reduce la cistina extracelular hasta cisteina, ademas de
actuar de forma intracelular como fuente de grupo sulfidrilo. Por medio de este

ultimo el NAC estimula la sintesis de glutation ayudando la actividad de la glutation S-
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transferasa, la cual promueve la desintoxicacion hepatica inhibiendo 1la
biotransformacion xenobidtica. Ademas es un potente “scavenger” de radicales libres
de oxigeno, lo que le confiere su accion de antioxidante. El efecto mucolitico resulta
por el grupo sulfidrilo que interactia con los puentes di sulfuros en las mucoproteinas
produciendo una menor viscosidad del moco. De igual forma la NAC actiia como
expectorante estimulando la accidn ciliar y el reflejo vagal gastro pulmonar limpiando
el moco de las vias aéreas. Ademas estudios han demostrado beneficios en el campo
cardiaco revelando que NAC disminuye la homocisteina y los niveles de lipoproteinas
mediante la disociacién de los enlaces disulfuricos, protegiendo asi contra los dafios

del sindrome de isquemia reperfusion causado por el sistema de la via del glutation.

Indicaciones clinicas43

Enfermedades respiratorias

Diversos estudios han investigado la efectividad del NAC como medio terapéutico
para diversas enfermedades respiratorias. Se ha demostrado su uso como ayudante en

la expectoracion y disminuye la severidad de la tos.
Infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana

Las personas con el virus de inmunodeficiencia humana presentan un nivel bajo de
glutation y cisteina, lo que ha promovido investigaciones con NAC en estos pacientes.
Ademas estudios han demostrado que NAC aumenta la inmunidad celular
estimulando la formacion de colonias de células T. Es necesario promover la
investigacion en este campo por su aparente prevenciéon en la progresion del

sindrome de inmunodeficiencia humana.
Cancer y quimioprofilaxis

Estudios han demostrado que NAC puede ser un agente quimioprofilactico en el
tratamiento de ciertos canceres (cancer de pulmoén, de mama, hepatico y de cuello).
Se ha observado en estudio “in vitro” que NAC posee caracteristica antimutagénico y

anticarcinogénico.
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Sobredosis de acetaminofén

El uso conocido del NAC es como antidoto en la intoxicacion por acetaminofén, debido
a que previene la toxicidad hepatica si es administrado en las primeras 24 horas del
evento. El acetaminofén produce un metabolito que disminuye el glutation en los
hepatocitos provocando un dafio hepatocelular hasta la muerte, por lo que la

administracion temprana de NAC reduce estas lesiones.
Efectos adversos y seguridad

NAC es usualmente bien tolerado y seguro atin administrando altas dosis. Los efectos
adversos mas frecuentes son: alteraciones gastrointestinales, nauseas y vomitos, por
lo que la via oral es contraindicado en ulceras pépticas activas. Otros efectos son
reacciones anafilacticas causadas por la liberacion de histamina provocando rash,
angioedema, prurito, taquicardia y alteraciones en la presion arterial. NAC utilizado
por via endovenosa causa raramente reacciones alérgicas. De igual forma se ha
comprobado resultar negativo al test de Ames, es decir que no ha sido comprobado

ser un farmaco carcinogénico.
Dosis

Las dosis utilizadas de NAC como agente mucolitico y en la mayoria de indicaciones
es entre 600 y 1500 mg diarios divididos en 3 dosis. En los casos de pacientes con
problemas cardiacos o cancer, las dosis son mas altas, de a 4 gramos al dia. En la
sobredosis de acetaminofén es preferible administrar NAC en las primeras 8 a 10
horas del evento, se utiliza una dosis de carga de 140 mg/kg y 17 dosis subsecuentes

de 70 mg/kg cada 4 horas.

27



MUERTE CELULAR

La muerte celular puede ocurrir por dos vias: Apoptosis o necrosis. Algunas
clasificaciones incluyen la autofagia, proceso por el cual la célula genera energia y
metabolitos por medio de la digestion de sus propios organelos en caso de
deprivacidn de nutrientes, al prolongarse este proceso la célula muere*>. La apoptosis
es un mecanismo de eliminacién Celular, muchas de ellas son indeseables, o
percibidas como tal, sin producir reaccion inflamatoria. Resulta de la activacién de un
sistema intracelular de autodestruccién inducido por varios estimulos y mensajes

externos o una escasez de factores que soporten la vida celular4é.

La apoptosis resulta de la activacidon de una via extrinseca y/o una via intrinseca. La
via extrinseca esta mediada por receptores que se distribuyen en la membrana
celular, los cuales son activados por factores de inflamacién como citocinas y el factor
de necrosis tumoral. Esto conlleva a la activacion de pro caspasas 3, 6 y 747. La via
intrinseca estd mediada por receptores en la membrana mitocondrial, los cuales
regulan la transcripcion de proteinas Bcl que pueden ser anti o proapoptoéticas,
alterando la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Factores relacionados con
estrés celular como ADN dafado, hipoxia, radicales libres de oxigeno, entre otros,
aumentan la expresion de proteinas proapoptdticas, 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,

7y 94648
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HISTOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA RENAL AGUDA

La histopatologia renal se ve afectada de acuerdo a la severidad y evolucion de la
lesion del rifion. Los cambios pueden darse tempranamente y se presentan como
alteraciones minimas a edema celular severo, hasta alcanzar una necrosis celular con
denudacion de la membrana basal*®. El dafio isquémico es mas notorio en los
segmentos S3 de los tubulos proximales y de los segmentos medulares de la porcion
gruesa del asa de Henle. Estos segmentos tubulares son sensibles a la isquemia debido
a altas tasas de transporte de solutos dependiente de ATP, y a su ubicacién en la
médula externa, encontrando presiones parciales de oxigeno bajas aun en condiciones
basales. Al ocurrir la isquemia se produce una disminuciéon del ATP, inhibicidn del
transporte activo de sodio, disrupcidon del citoesqueleto, pérdida de la polaridad
celular, adhesion entre células y entre esta y la matriz asi como formacién de radicales
libres de oxigeno®. A medida que la lesion renal progresa se pueden observar cambios
de regeneracion en los tubulos. Los indicadores histologicos son: proliferacion celular,

tal como mitosis, nucleos hipercromaticos, y una relaciéon alta nacleo-citoplasma.

Los tibulos lesionados se encuentran separados por un intersticio edematoso. Puede
observarse un infiltrado inflamatorio leve compuesto por linfocitos, macréfagos y
neutrofilos, en raras ocasiones pueden observarse eosinoéfilos. La muerte celular que
se da durante el evento de isquemia-reperfusiéon ocurre a través de apoptosis o
necrosis coagulativa, lo cual se ha documentado en modelos animales y en la practica
clinica de la enfermedad renal. Los cambios observados son condensacién del nucleo y
citoplasma. Los cuerpos apoptoéticos, que se representan como fragmentos nucleares
unidos por membrana, pueden observarse en células tubulares adyacentes, ya que
han fagocitado los restos celulares. La necrosis coagulativa se caracteriza por

citoplasma eosinéfilo y picnosis, con eventual desaparicion del nucleo*® (Figura 4).
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Figura 4. Necrosis coagulativa focal de células epiteliales focales, con detritos en lumen tubular

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

Las pediculaciones apicales pueden ser el tinico hallazgo que se puede observar en las
formas leves, en cambio en las formas mas severas también se observa necrosis focal

con ruptura de la membrana basal tubular>°.

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

intersticial, el cual puede ser severo#® (Figura 5).

Figura 5. Areas de pérdida de células tubulares aisladas en un rifién con lesion isquémica.

Las células lesionadas se desprenden, dejando dreas tubulares con membrana basal cubiertas con una fina capa de
citoplasma de células adyacentes (puntas de flechas). Algunas células desprendidas pueden observarse en el lumen
tubular (flechas cortas). Una célula mitética se puede observar en una célula tubular (flecha larga). Ademds se observa
edema intersticial y células inflamatorias que se observan en los alrededores de los capilares.
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La acumulacion de células nucleadas en la vasa recta de la médula externa es un
hallazgo interesante en el caso de falla renal aguda. Se considera un hallazgo comuin y
que en algunas ocasiones es la tnica clave histolégica para diagnosticar isquemia

renal transitoria®°.

Figura 6. Congestion de eritrocitos y células nucleadas en vasa recta dilatada de la médula

externa en un rifién con lesion isquémica.

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

La naturaleza de las células cambia de acuerdo a la progresion de la Isquemia renal
transitoria en sus tres diferentes fases. Los linfocitos predominan en las primeras 24 a
48 horas, posteriormente se observan células inmaduras de la serie mieloide y
eventualmente células rojas nucleadas y precursores de células rojas. El aumento
hemodinamico que ocurre en la isquemia renal transitoria provoca una acumulacion
de células nucleadas de mayor tamafio, de igual forma hay un aumento del flujo
sanguineo de los glomérulos superficiales y de la corteza medial hasta el aparato
yuxtaglomerular, lo que resulta en una mayor irrigacion de nefronas, esto provoca que

aumente el flujo en la vasa recta*°.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

® Determinar la actividad protectora de la asociacion DMSO - NAC Vs DMSO

como sustancia unica en el tejido renal sometido a isquemia reperfusion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Medir la actividad protectora de la asociacion DMSO - NAC Vs DMSO como
sustancia unica en el tejido renal sometido a isquemia reperfusion mediante la

evaluacion de parametros bioquimicos indicadores de la funcién renal.

® Medir la actividad protectora de la asociacion DMSO - NAC Vs DMSO como
sustancia unica en el tejido renal sometido a isquemia reperfusion mediante la

evaluacion histoldégica de parametros de apoptosis y necrosis
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METOLOGIA.

Tipo y Diseiio General del Estudio.

Modelo animal de isquemia reperfusion renal en el que se midi6 el efecto protector de

DMSO como sustancia tinica Vs la asociacién de DMSO-NAC.

Diseiio Experimental.

En este estudio se utilizaron 40 conejos machos de raza Nueva Zelanda, con peso

entre 2.5 kg + 1 kg. Siguiendo los lineamientos del Consejo Canadiense en el afio 2007.

Cada conejo permaneci6 en jaulas aisladas administrandosele concentrado de

alimento para conejo y agua ad libitum.

Se dividio la poblacién de conejos de forma aleatoria en los siguientes cuatro grupos:

Grupo A: (Grupo sham o de intervencion simulada) conformado por 10
unidades experimentales a las que se anestesi6 y realizé nefrectomia unilateral
sin inducir isquemia ni reperfusion y a los cuales se administr6 liquidos EV
con el fin de eliminar confundidores y establecer diferencias entre el grupo

isquemia reperfusion/SSN y grupo sham.

Grupo B: Grupo isquemia-reperfusion/SSN, conformado por 10 unidades
experimentales a las cuales se les realiz6 nefrectomia unilateral, con induccién
por clamp atraumatico de rifién por 30 minutos y posterior reperfusion por 8

horas, y administracion de SSN durante la fase de reperfusion

Grupo C: Grupo isquemia-reperfusion/DMSO-NAC conformado por 10
unidades experimentales a las cuales se les realiz6 nefrectomia unilateral, con
inducciéon por clamp atraumadtico de rifion por 30 minutos y posterior
reperfusion por 8 horas, administrando como farmaco de reperfusion la

asociacion DMSO-NAC

Grupo D: Grupo isquemia-reperfusion/DMSO conformado por 10 unidades

experimentales a las cuales se les realiz6 nefrectomia unilateral, con induccién
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por clamp atraumatico de rifién por 30 minutos y posterior reperfusion por 8

horas, administrando como farmaco de reperfusion DMSO.

Antes y al finalizar el procedimiento quirurgico se extrajeron muestras de sangre para
cuantificar la creatinina sérica y urea. Una vez finalizado el periodo de reperfusion
cada unidad experimental fue sometida a eutanasia para la extraccion de especimenes

histopatologicos de rifidn.

Preparacion Pre quirdrgica.
Se evalu6 y se pes6 cada animal para corroborar su estado general, posterior a esto se

prepard para el procedimiento (rasurando el area quirurgica).

Preparacion del area quirargica.
Previa asepsia y antisepsia con Digluconato de Clorhexidina al 20%, se colocé campos
quirurgicos estériles en el area de trabajo, luego se aplicé de forma subcutanea

Lidocaina al 2% en las areas donde se realizd la incision quirurgica.

Pre medicacion y anestesia

Se utilizo inyecciones de Maleato de Acepromacina (20mg/ml) 0.2 mg/kg y Ketamina
(10mg/ml) 30mg/kg como dosis inicial. Luego se utiliz6 la mitad de la dosis inicial de
forma endovenosa cada 15 a 30 minutos para el mantenimiento, segin la necesidad.
Esta fue basada en parametros de evaluacion del plano anestésico, especificos en el
tono mandibular y el reflejo de retirada en la extremidad anterior y posterior al

estimulo doloroso.

Acceso venoso

El area submandibular derecha fue disecada en planos hasta ubicar la vena yugular
comun para canalizarla con Venocat flexible #18G y se administré la Solucion
Fisiolégica 0.9% a un volumen de 8cc/kg/hora, los anestésicos, DMSO/NAC y
finalmente el cloruro de potasio para la realizacién de la eutanasia de la entidad

experimental.
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Fotografia 1, 2 y 3. Cateterizacidon de vena yugular derecho y administracion de liquidos
endovenosos

Monitorizacion de las constantes vitales
Durante el proceso experimental se midieron las siguientes variables fisioldgicas:

frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoriay temperatura corporal a nivel rectal.

Procedimiento Quirargico

Se colocd la unidad experimental en posicidn en decubito prono para realizarle una
incision paravertebral bilateral 2 cm bajo los rebordes costales. Se disec6 por planos
hasta ubicar ambos rifiones, localizando sus hilios respectivos para realizar
nefrectomia unilateral derecha. Posteriormente se disecd la arteria renal izquierda
para interrumpir el flujo sanguineo utilizando clampaje atraumatico durante 30
minutos y se introdujo el rifién en su cavidad abdominal. Al finalizar el periodo de
isquemia, al grupo B se le administro un bolus de SSN 0.9%, al grupo C se aplic6 DMSO

al 40% a una dosis de 3.8ml/kg acompafiado de N-acetilcisteina a dosis de 20mg/kg y
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al grupo D se aplic6 DMSO 40% a una dosis de 3.8ml/kg. Posterior al efecto
isquémico, se restituy6 el flujo sanguineo, previa verificacion de la permeabilidad
arterial mediante la evaluacion de la coloracién renal pre isquémica. En caso de no
retornar a su coloracién normal, se descart6 la unidad experimental. Al terminar todo
el proceso de isquemia-reperfusion, se cerrd la cavidad abdominal y se reperfundio
durante 8 horas. Al finalizar la reperfusion se abrié nuevamente la cavidad, luego se

realizé nefrectomia y se procedio6 a la eutanasia de la unidad experimental.

o W

e, e

Fotografias 4. Secuencia de eventos para la instauracion de isquemia-reperfusion A) Se
visualizan ambos rifiones sanos B) Se localizan y disecan la arteria y vena renal C) Se utiliza
clamp atraumatico en arteria renal D) Rifiones 8 horas posterior a la reperfusion previo a
nefrectomia.

Toma de muestras

Muestras sanguineas

Se extrajo 1 cc de sangre proveniente de la vena marginal de la oreja®?, con el fin de no
causar alteraciones hemodinamicas en las unidades experimentales. Se realiz6 una

toma de muestra sanguinea en dos ocasiones:
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12 toma: Previo al inicio del procedimiento quirdrgico, estado basal.

22 toma: Ocho horas posteriores a la reperfusion de las arterias renales, previo a la

realizacion de la eutanasia.

Cada muestra se procesd en equipo Reflotron automatizado para el analisis de
quimica sanguinea, se analizaron creatinina. Los resultados fueron categorizados

segun la clasificacion de RIFLE mencionada anteriormente.
Muestras anatomopatoldgicas

Posterior a la nefrectomia izquierda se realiz6 una incision coronal en la linea media
del rifdn, se colocd papel filtro y se introdujo en frascos individuales con formalina
buferizada para su preservacion hasta su fijacién en parafina. Posteriormente se
realizé un analisis histopatoldgico con la tincidn con hematoxilina-eosina, siguiendo

los estandares internacionales.

El analisis histopatolégico de los rifiones fue realizado por un patdlogo quien
desconocia el grupo perteneciente de cada muestra. Se utiliz6 un microscopio 6ptico
binocular para analizar cada lamina en 10 campos ecofuertes. Los hallazgos fueron
reportados de forma homogénea, categorizando el grado de alteraciéon de cada

variable como ausente, leve, moderado o severo.
Eutanasia

Al finalizar todo el procedimiento quirurgico se realiz6 la eutanasia de cada entidad
experimental por medio de la administracion de Cloruro de Potasio a dosis de 2
mmol/kg por via endovenosa, siguiendo las normas de la American Veterinary

Medical Association.

Universo, Seleccion y Tamaiio de la Muestra
El tamafio de la muestra fue un total de 40 conejos repartidos en los siguientes 4
grupos:
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¢ 10 conejos en el grupo Sham,
¢ 10 conejos en el grupo de isquemia-reperfusion-SSN
¢ 10 conejos en el grupo de isquemia-reperfusion-DMSO

¢ 10 conejos en el grupo de isquemia-reperfusion-DMSO/NAC

Aleatorizacion de la muestra

Se seleccionaron las unidades experimentales asignandoles y marcando con un
numero a cada conejo. Los numeros fueron colocados en una caja donde se extraeran
uno a uno, para luego ser colocado en cada grupo desde el grupo sham hasta el grupo

de isquemia-reperfusion-DMSO/NAC.

Criterios de inclusion y de exclusion
Criterios de inclusidn:
¢ (Conejo macho de laraza Nueva Zelanda
e Conejos con un peso de 2.5kg + 1 kg

¢ (Conejos en aparente buen estado de salud

Criterios de exclusion:
¢ (Conejos con anomalias estructurales evidentes.
¢ (Conejos con anomalias renales macroscopicas
e Conejos que fallezcan posterior a la induccidon anestésica, previa finalizacion

del procedimiento quirurgico, o previa finalizacion de las 8 horas de

reperfusion estipuladas.
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Tabla 2. Definiciones operacionales

Nombre Tipo variable Definicion Unidades
Prueba quimica sanguinea, utilizada
Niveles séricos de Cuantitativa como marcador de funcién renal (valor mg/dl
creatinina normal en conejo: 0.5-2.5mg/dl)
Histologia renal Cualitativa Evaluacién del grado de alteracion de la
estructura histopatologica del tejido Ausente: 0%
renal. Dependiendo su:
e  Extension del dafio Leve: 1-10%
e  Hiperemia medular
e  Presencia de leucocitos Moderado: 11-24%
e Dilatacién tubular
®  Presencia de cuerpos Severo: 25-49%
hialinos
e Adelgazamiento del Muy severo: 50%
epitelio tubular
®  Presencia de células
intratubulares
e  Tubulorrexis
e  (ariolisis
e  Alteraciones de la
membrana basal.
e Edema celular
e  Vacuolizacion
e  Destruccion celular.
RIFLE Cuantitativa Clasificacion RIFLE Incremento de
e “Risk” creatinina basal:
e “Injury” “Risk” : aumento de Cr 1.5
. “Failure” “Injury”: aumento de Cr 2
“Failure” aumento de Cr 3

Procedimiento para la recoleccion de la informacion

Analisis estadistico

Los valores obtenidos durante las sesiones experimentales fueron tabulados en el

programa Microsoft Excel 2007, luego se analizaron en el programa estadistico Graph

Pad Prism v5.0 para Windows.

Cada variable fue explorada para determinar su

distribuciéon mediante el test D’Agostino-Pearson para definir el tratamiento con

estadistica paramétrica o no paramétrica.
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Variables Paramétricas
Estas variables fueron analizadas con la prueba One-way Anova para determinar
diferencias entre grupos, y post test de Dunnet para encontrar diferencias con

respecto al grupo control.

Variables no Paramétricas
Las variables no paramétricas fueron analizadas mediante la prueba de Kruskal Wallis
y test de comparacion multiple de Dunn para determinar la significancia entre los 4

grupos.

Procedimientos para considerar los aspectos éticos

Se consideraron los lineamientos del Consejo Canadiense para el cuidado animal del
2007 para verificar el bienestar animal de cada unidad experimental. Se mantuvo
cada animal en jaula aislada administrandoles alimentacion especial y agua. Al
finalizar el procedimiento se realizd eutanasia por medio de administraciéon de
Cloruro de Potasio por via endovenosa a dosis de 2 mmol/kg, siguiendo las normas de

la American Veterinary Medical Association.
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RESULTADOS.

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

laboratorio y muestras histopatolégicas de las 40 unidades experimentales.

Creatinina Sérica
La variable creatinina sérica basal se analiz0 mediante la prueba estadistica

paramétrica One- way Anova con post test de Dunnet encontrando una diferencia
significativa de p 0.0048. La creatinina post reperfusiéon mostré una diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos Sham y DMSO+NAC p 0.0004.

La tabla 3 muestra los valores minimos, maximos y media de creatinina obtenida

antes y después del tratamiento.

Tabla 3. Comportamiento de la creatinina basal y final Valores medios (min-max) (mg/dl)

Grupo Grupo I/R - Grupo Grupo I/R - One way
I/RSSN DMSO Sham DMSO/NAC Anova
P
Basal Creatinina 0.77 0.94 0.74 0.66 0.0048
(min - (0.5-1.1) (0.74-1.10) (0.5- (0.62-0.70)
max) 1.10)
Final Creatinina 2.15 2.34 1.25 1.21 0.0004
(min - (1.12- (1.8-3.2) (0.48- (0.5-2.39)
max) 3.89) 1.87)

Grupo I/R+SSN: Isquemia Reperfusion + Solucién Salina Normal
Grupo I/R+DMSO: Isquemia Reperfusidn + Dimetilsulfoxido
Grupo I/R+DMSO: Isquemia Reperfusion + Dimetilsulfoxido + N-Acetil cisteina
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Grafico 1. Creatininas Basales y finales
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Los valores de creatinina post intervencién mostraron un incremento en todos los
grupos al compararlos con los valores de creatinina basal, siendo mas notorio en el
grupo de I/R SSN (279%), seguida por el grupo I/R+DMSO (248%), el grupo
[/R+DMSO+NAC (183%) por ultimo el grupo I/R SHAM (168%). Mostrando
significancia estadistica con valores menores (p=0.0004) para todos los grupos.

(Grafico 1)
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El grado de dafo renal se catalogd segun la clasificacion de RIFLE: “Risk”, “Injury”,
“Failure”, “End Loss” y “End stage Kidney disease”, determinando el dafio renal de
acuerdo al incremento de los niveles de creatinina del nivel basal, en 150%, 200% y

300% respectivamente.17,16

Grafico 2. Categoria de daiio seguin RIFLE
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El grafico 2 representa la clasificacion RIFLE de cada grupo estudiado, evidenciando
que la mayoria se encontrd en el grupo “Risk”, seguido por el grupo “Failure”, “No
Injury” y por ultimo en la categoria “Injury”. En los grupos I/R SSN, I/R DMSO y SHAM
predomina la categoria “Risk”, sin embargo hay un 20% estos grupos que se
encuentran en la categoria de “Failure”. En cuanto al grupo de I/R DMSO-NAC se
clasificaron un 30% en cada categoria de “No Injury”, “Risk” y “Failure”, y solo un 10%

en “Injury”.
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Histopatologicos
El analisis histopatoldgico renal de las unidades experimentales se realiz6 con el fin de

determinar el grado de severidad de las lesiones al igual que los cambios necroticos
en cada grupo segun los parametros establecidos en la metodologia.

Figura 7. Caracteristicas histopatoldgicas en rifiones sometidos a isquemia.

Rif6n Normal Hiperemia Medular

Leucocitos Dilatacion tubular
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Adelgazamiento de Epitelio tubular Ruptura de membrana celular

Células intratubulares Cilindros Hialinos

Tubulorrexis Vacuolizacion citoplasmatica
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Segun lo establecido anteriormente se evaluaron las 14 variables histopatoldgicas

categorizando cada una como ausente, leve, moderado o severo.

PATOLOGIA DESCRIPTIVA

A continuacion se detallan los resultados por grupo experimental de las variables

histopatologicas mas predominantes.

Grupo I/R SSN
En el grupo de I/R SSN se observé una considerable vacuolizacidn, separacion de

membrana basal, degeneracion hidrépica y edema intracelular. Al igual, hay presencia
de cariorrexis, cariolisis, tubulorrexis e hiperemia medular moderada. Ademas se
encontrd la presencia de leucocitos, situacion que no se observé en ningun otro grupo.

Este grupo present6 un dafio moderado en cuanto a las caracteristicas apoptoticas.

Figura N° 8: Hallazgos mas significativos en el grupo

Grupo I/R DMSO
En el grupo de I/R DMSO se observo un notable edema intracelular, dilatacidon tubular

con cilindros intratubulares. Ademas se evidencia presencia de tubulorrexis,
hiperemia medular marcada y nucleos hipercromaticos, evidenciando ausencia de

dafio apoptético.
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Figura N° 9: Nucleos hipercromaticos con cilindros intratubulares.

Grupo I/R SHAM
En el grupo de I/R SHAM se observo una moderada degeneracion hidrépica, dilatacion

tubular y un leve adelgazamiento del epitelio. Al igual se observaron leucocitos en su

mayoria sin alteraciones, presentando un dafio principalmente inflamatorio.

Figura N° 10: Presencia de leucocitos y degeneracion hidrépica

Grupo I/R DMSO-NAC
En el grupo de I/R DMSO-NAC se observaron leves alteraciones patologicas. Hay poca

vacuolizacion, edema celular, degeneracion hidropica. Asi mismo, se evidencid
moderada dilatacién tubular, tubulorrexis y cariolisis, demostrando un leve dafio

apoptético .
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Figura N° 11: Glomérulos conservados y leve dilatacion tubular.

Las variables histopatologicas se analizaron mediante estadistica no paramétrica por
medio del test de Kruskall-Wallis. Al obtener la diferencia entre cada grupo,
(p < 0.05) se analiz6 estadisticamente en pares mediante la prueba estadistica de

Dunnet.
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Resultados estadisticos de las 14 variables histopatologicas

Vacuolizacion
r L] o [ ] [ 4
Grafico N° 3. Vacuolizacion
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La vacuolizacion presentd diferencia significativa global de P 0.0010 la diferencia
estadistica por comparaciones miultiples se observoé en el grupo I/R SSN dafio severo
de 80%, mientras que en el grupo I/R DMSO estuvo ausente dicha categoria. Entre los
grupos I/R DMSO e I/R DMSO-NAC se observa una diferencia en la distribucion del
dafio, 50% y 50% en las categorias moderado y severo en el grupo /R DMSO-NAC y

70% y 30% de dafio leve y moderado respectivamente.

49



Edema Intracelular
En esta variable se encontr6 un valor P de 0.1287 no evidenciando variacion significativa.

Grafico N° 4. Edema Intracelular
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Degeneracion hidrdpica

Grafico N° 5. Degeneracion Hidropica
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La degeneracién hidropica obtuvo una P 0.0001, encontrando una diferencia en cada
grupo El grupo I/R SSN presenté un dafio severo en un 80% mientras que la
categorizacion de dafio entre los otros grupos fue: 40% dafio moderado, 40% leve y
10% dafio severo para el grupo /R SHAM. En el grupo I/R DMSO-NAC se observa 80%
de dafio moderado y 20% de dafio leve. Por ultimo el grupo I/R DMSO presento 70%

de dafio leve y 30% dafio moderado.

Separacion membrana basal
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En la separacion de la membrana basal se encontré una p 0.0004, obteniendo una
variacidn significativa entre los grupos I/R SSN, I/R DMSO y [/R DMSO-NAC. Para este
ultimo el 100% de alteraciones de la membrana basal se observo en la categoria de
dafio moderado seguido por I/R SSN 80% de dafio moderado y I/R DMSO entre la

categoria de leve y ausente en un 90%.
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Adelgazamiento del epitelio

Grafico N°7. Adelgazamiento del Epitelio
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En cuanto al adelgazamiento del epitelio se obtuvo una p 0.0011, encontrando una
diferencia significativa entre los grupos I/R SSN y I/R DMSO, asi mismo entre los
grupos I/R DMSO y I/R DMSO-NAC. El grupo I/R DMSO presento un 80% de dafo
leve, mientras el [/R DMSO-NAC obtiene 100% en dafio moderado.
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Dilatacion tubular
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e se obtuvo una p 0.0274 encontrando una variacion entre los grupos I/R SSN y I/R

DMSO presentando en el primer grupo un 60% en dafio moderado y en el segundo un

90% en daio leve.

Leucocitos

53



La presencia de leucocitos tuvo una diferencia significativa de p 0.0017, entre los

grupos I/R SSN, I/R DMSO, e I/R DMSO-NAC; en este ultimo existi6 ausencia de

leucocitos en un 100% de los especimenes, seguido por el grupo I/R SSN con un 60%

90%

Grafico N210. tubulorrexis
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En la variable Tubulorrexis se encontrd una p 0.0035, encontrandose principalmente

en el grupo I[/R SSN con 80% de dafio moderado y 20% de dafo severo, el grupo I/R

DMSO-NAC muestra una distribucién en el dafio leve y moderado en un 50% y 50%.

Entre las categorias de dafio leve y ausente, se encontré un 80% del grupo /R DMSO

y un 50% del grupo I/R SHAM.
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La presencia de cariorrexis tuvo hallazgos significativos (p 0.0045) entre los grupos
I/R SSN y I/R DMSO, el primero mostro la presencia de cariorrexis leve, mientras que
el I/R DMSO se clasifico en un 50% y 50% en los dafios leve y ausente. El grupo I/R

DMSO-NAC demostr6 un 100% de sus sujetos bajo la clasificacion leve.
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Nucleos hipercromaticos

Grafico N212. Nucleos
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En la variable Nucleos Hipercromaticos se obtuvo una p 0.007 encontrando hallazgos
significativos entre los grupos I/R SSN, I/R DMSO, e I/R DMSO-NAC. Este ultimo
presento el 100% de sujetos bajo la clasificacion leve, mientras que el grupo I/R SSN

se distribuye la presencia de nucleos hipercromaticos entre leve y ausente. En el

grupo I/R DMSO se clasifico en un 10% en la categoria leve y el resto ausente.
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Cariolisis

En la variable Caridlisis se encontrd una diferencia significativa (p 0.0002) entre los
grupos I[/R SSN, I/R DMSO y I/R DMSO-NAC. Este ultimo presenta el 100% de las
unidades en la categoria moderada, mientras que el grupo I/R SSN se clasificé en un
60% en dafio moderado, y el grupo I/R DMSO en un 50% y 50% entre las categorias

leve y ausente.
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En la variable Hiperemia medular se obtuvo una p 0.0107 encontrando una
significancia entre los grupos [/R SHAM y I/R DMSO-NAC. Se observa como el grupo
[/R DMSO-NAC obtuvo una clasificacion de leve en un 100%.

Daiio Renal Total

Grafica N215. Comparacion porcentual Dafio
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El puntaje de dafio histoldgico se obtuvo de la sumatoria de los puntajes asignados a
cada variable, los cuales se representan en la siguiente grafica con porcentajes

comparativos entre el dafio renal y la nefroproteccion.
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DISCUSION

El mantenimiento de la hemodinamia sistémica y la homeostasis hidroelectrolitica es
vital, jugando un papel importante en ellos el rifién. En el sindrome de isquemia
reperfusion, la funcion excretora del rifion fracasa produciendo una insuficiencia

renal aguda (IRA).

Es impactante como en el ultimo medio siglo a pesar de los avances tecnoldgicos en la
ciencia, aun persiste una mortalidad del 30% y 50% por causa del dafio renal
agudo®233. El arresto cardiaco, trasplante renal, tratamiento quirdrgico de aneurismas
suprarrenales, choque o procedimientos vasculares mayores son algunos eventos en
donde la necrosis tubular forma parte importante, por lo que no se debe de dejar de

lado lo esencial de la prevencidn del dafio celular3 452,53,

Actualmente se estan utilizando sustancias con diferentes mecanismos de accion
frente al dafo producido por la I-R, entre ellas: la N-Acetil Cisteina (NAC) como
aminoaacido antioxidante y el Dimetilsulféxido (DMSO) como “scavenger” de
radicales libres, estas han resultado tutiles en patologias donde se observa el estrés
oxidativo y en el cual los radicales libres de oxigeno (RLO) parecen ser protagonistas

causantes del dafio 45,50,54 .

Se ha comprobado que el DMSO posee ademas de su capacidad como scavenger de
RLO, una actividad antiinflamatoria e inhibitoria de la agregacion plaquetaria,
convirtiéndolo en una sustancia util en el tratamiento del sindrome I/R30. Este
medicamento ha sido estudiado en diferentes 6rganos: musculo, corazén, mucosa
intestinal, retina, higado, cerebro, piel, médula espinal, entre otros con efectos

benéficoss>,56,57 58,

La NAC se considera de igual forma un neutralizador de RLO y posee un papel
importante en la inhibicion y acumulacion de neutroéfilos. Su actividad vasodilatadora
y optimizadora de la microcirculacién ha sido comprobada en investigaciones del
sindrome de isquemia reperfusién que involucran 6rganos como estomago, corazon,

musculo y rifiéon con resultados positivos>?,60,61. Dentro de la utilidad en el campo de
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la nefrologia Nitescu y cols.!t han encontrado que el NAC disminuyo los niveles séricos

de creatinina asi como la inflamacion del intersticio renal.

Como se puede observar se han realizado multiples estudios de ambas sustancias en
forma individual habiéndose obtenido resultados prometedores en el sindrome I/R.
Dobashi K, y col 1 abren la puerta a una opcién de tratamiento en su estudio realizado
en 2002, donde utilizaron la combinacion de NAC con un inhibidor de la enzima
convertidora de endotelina y un donador de 6xido nitrico, evaluando su proteccion en
la injuria de isquemia-reperfusion renal, evaluaron la sobrevida de ratones que
sufrieron isquemia-reperfusion renal por 90 min encontrando que al combinar las
tres sustancias se observaron mejores resultados en comparacién al uso de cada una
de ellas individualmente, sugiriendo un efecto protector renal de las sustancias en
estudio. Esto motivé a realizar esta investigacion utilizando la capacidad
transportadora del DMSO y la actividad intracelular del NAC entre otras propiedades,
con el fin de demostrar si existe una ventaja de esta combinacion frente a la

administracion de liquidos endovenosos en el sindrome I/R.

En los graficos 1, 2 y 15 se comprobd la superioridad del uso de antioxidantes para
prevenir el dafio causado por el sindrome de I/R comparado al tratamiento
convencional, demostrando un menor aumento de creatinina y un menor dafio

histologico total.

Estudios anteriores realizados en la UMD por Hoyos y col, validaron el modelo de [/R
renal en conejos utilizando DMSO, como sustancia antioxidante, demostrando su
efecto nefroprotector. Se compardé el dafo renal a nivel quimico e histopatolégico
entre unidades experimentales con DMSO y aquellas con SSN, evidenciando un mayor
dafio en aquellos que no utilizaron la sustancia antioxidante>,%; en el presente estudio
dicho resultado fue constatado puesto que las unidades experimentales tratadas con
el DMSO presentaron menor dafio histologico al compararlas con el grupo control. La
combinacién del DMSO/NAC en dosis bajas obtuvo resultados positivos, sin embargo

no presento una superioridad evidente al uso individual del DMSO.

61



Histopatologia
Los hallazgos histopatolégicos determinan también el estadio del dafio renal debido a

su valoracién de la injuria por isquemia y reperfusion. Este parametro sigue siendo el

“Gold Estandar” para la identificacion de los dafios apoptdticos y necroticosé4.

Los hallazgos histopatolégicas demostraron una diferencia significativa entre los
distintos grupos, siendo notoria (p ) la variacién en cuanto al dafio renal total entre

los grupos I/R SSN (44%) e I/R DMSO-NAC (33%).

Se ha descrito que la causa mas frecuente del IRA es la Necrosis tubular aguda,
caracterizada por : el adelgazamiento del epitelio, vacuolizacidn, cilindros hialinos,
formaciones de células intratubulares y dilatacion tubular, cambios que se observan
mayoritariamente en los tdbulos proximales®3,20 cambios que afectan
morfolégicamente y funcionalmente las células tubulares de la regién proximal. Esto
cambios se manifestaron de forma leve en los grupos experimentales donde se
emplearon antioxidantes, mientras que en el grupo control los dafios se produjeron
de moderados a severos, en 9 /14 variables el DMSO demostr6 su superioridad
como antioxidante DMSO seguido por la combinacion DMSO-NAC (3/14) como

protectores del rifidon comparados con el grupo control. (Graficas 3, 7 y 8)

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
de estas y de sus organelos. 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 ntcleo observando caridlisis, cariorrexis y tubulorrexis®2.  Estas
caracteristicas estuvieron presentes en todos los grupos, sin embargo, estos dafos
fueron observados de forma leve en los grupos de I/R DMSO e I/R DMOS-NAC,

evidenciando nuevamente la actividad de los antioxidantes.

El edema celular es uno de los cambios secundarios a isquemia, provocando
alteraciones del metabolismo aerébico de las células endoteliales??. Como se observa
en el Grafico 4, el edema intracelular fue mas marcado en el grupo control que el

grupo I/R DMSO-NAC. Carrel y col demostraron en sus estudios sobre rifiones
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homotrasplantados que existe una mayor tasa de rechazo por parte del huésped
cuando se presenta edema, infiltracion por células plasmaticas y células de la serie
linfoide, dilatacién de los tubulos con adelgazamiento epitelial asi como excesiva
fibrosis intra y peri renal®®. Esto se observo en los graficos 4, 7 y 8 donde el grupo I/R
DMSO y I/R DMSO-NAC obtuvieron mejores resultados, sin embargo la variable
edema parece tener una menor presencia en el grupo tratado con la combinacion de
antioxidantes que en el grupo tratado con DMSO. Romanque y col hacen énfasis en el
fenomeno de I/R y se recalca que la isquemia induce un estado proinflamatorio que
aumenta la vulnerabilidad del tejido durante la reperfusion?8.

Durante un trasplante de 6rgano, se evidencian los dafios provocados por la isquemia,
los cuales se aumentan durante la reperfusion al haber una liberacién de los
mediadores de la inflamacién®’. El dafio que se produce durante este fendémeno se
atenuaria al disminuir dichos mediadores, brindando una mayor importancia a
aquellas sustancias que se encarguen de dicho proceso. El grafico 9 demuestra una
ausencia de leucocitos en el grupo I/R DMSO-NAC afirmando que esta sustancia

antioxidante disminuye el proceso inflamatorio.

La Creatinina sérica
La falla renal aguda se caracteriza por un deterioro subito de la funcién renal, con un

aumento del 50% de la creatinina sérica y una elevacidn de sustancias nitrogenadas.®
A partir del afio 2004, el consenso Acute Dialisis Quality Iniciative (ADQI) valido la
clasificacion R.LF.L.E. de sus siglas en ingles "Risk” (Riesgo), “Injury” (lesion), “Failure”
(falla), “Loss” (perdida funcién) y “End Stage Kidney Disease” (Enfermedad renal
terminal) catalogando el dafio renal de acuerdo al incremento de los niveles de
creatinina del nivel basal, en 150%, 200% y 300% respectivamente.17,16

A pesar de las diferencias funcionales encontradas en la depuracion de creatinina
grupo I/R DMSO-NAC se clasifico solamente con el 60 % de las unidades
experimentales con categorias de al mejores o iguales a RISK en comparacion al
grupo I/R DMSO donde el 100% se clasifico en “Risk”, demostrando la superioridad
del DMSO. Este hallazgo puede haberse presentado debido al uso de dosis bajas de
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NAC (20mg/kg), debido a no haber encontrado una presentaciéon farmacéutica de
mayor concentracion en el mercado. Estudios donde se usd esta sustancia
antioxidante utilizaron dosis altas de 150 a 400mg/kg demostrando un mayor nivel

de proteccion renalll, 62,63,

Como pudimos observar en el sindrome de isquemia reperfusion la inflamacién forma
un pilar fundamental en su fisiopatogenia, al disminuir este proceso se garantiza un
menor dafno renal®8. Dentro de la isquemia producida en un trasplante, el edema
celular juega un papel importante, causado principalmente por la paralisis de la
bomba de sodio-potasio®. En esta investigacion se demostré que el edema puede

verse disminuido por el efecto de un antioxidante.

En resumen el uso combinado de antioxidantes mostr6 superioridad en cuanto al
incremento de la creatinina con respecto al nivel basal (Grafico 1). En las variables
histopatologicas, se puede observar la ventaja del uso de estos agentes en cuanto a la
prevencidon de dafio a nivel renal. Esto es de vital importancia debido a que podria
abrir la puerta para el uso a nivel preventivo de sustancias antioxidantes en los
trasplantes renales o pacientes criticos en los que se visualiza la disminucion de la
perfusion renal ya que disminuyen considerablemente los dafios ocasionados por los

RLO.

64



CONCLUSIONES

¢ El modelo experimental realizado logra simular el escenario fisiopatolégico de
un evento de isquemia-reperfusion renal.

e Se observaron cambios histopatologicos compatibles con dafio renal agudo y
aumento de la creatinina sérica posterior al evento de isquemia-reperfusion.

e El uso de los antioxidantes DMSO-NAC en el sindrome de I/R parece disminuir
el deterioro de la funcién renal.

e La combinacion del DMSO con NAC logro un menor aumento de la creatinina
sérica en comparacion a los otros grupos expuestos ala I/R.

e El dafio renal encontrado presentd una distribucion multifocal en todos los
grupos estudiados.

e El grupo que utilizo el antioxidante DMSO present6 menor dafio
histopatologico, posterior al evento de isquemia y reperfusion renal.

e El uso combinado de DMSO-NAC durante el fendmeno de I/R parece disminuir
el dafio tubular renal desde el punto de vista histopatolégico.

¢ Los resultados obtenidos en general permiten identificar la superioridad del

uso de los antioxidantes sobre el manejo de liquidos.
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RECOMENDACIONES

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

e Realizar estudios que evaltien los efectos solo del antioxidante NAC durante un
evento de isquemia-reperfusion.

e Realizar investigaciones que valoren la sobrevida de las unidades
experimentales utilizando este modelo experimental.

e Realizar estudios que evaltien otros parametros como la actividad enzimatica e
inmunohistoquimica para cada grupo.

e Realizar una investigacion para la busqueda de la ventana terapéutica de la
combinacion DMSO/NAC previo y posterior a un evento de isquemia-

reperfusion renal.
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CRONOGRAMA

CRONOGRAMA

ACTIVIDADES/MES
ELABORACION PROTOCOLO
ENTREGA PROTOCOLO
RESOL. COMITE
MODIF. PROTOC
PRUEBA PILOTO
ACT. GESTION INSUMO
ACTI. ADQ. INSUMOS
EXPERIMENTOS
OBTENCION RESULTADOS
TABULACION RESULTADOS
ANALISIS RESULTADOS
REDACCION TESIS
ENTREGA TESIS
DEFENSA TESIS
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PRESUPUESTO

Material Cantidad | Precio unitario Total
Conejos 31 $14 $434
machos
Nueva
Zelanda
Ketamina 15 $22.62 $339.30
Acepromacin 1 $16.50 $16.50
a
Dimetilsulféx 10 $6.09 $60.90
ido
NAC 30 $3.68 $110.40
Solucién 40 $0.67 $27.12
Salina
Normal 0.9%
Insumos Variable $300 $300
médicos
Pruebas de | 120 tiras $1.5 /tira $180
laboratorio
Patdlogo | 60 cortes $5 $300
Gastos de |31 conejos $5 $155
alimentacion
y transporte
Papeleria | Variable $50 $50
Imprevistos | Variable 20% $400
Total $2,373
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