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ABSTRACT:

An experimental trial in 40 Wistar ratswas done. Therenal failure wasinduced by surgical ablation of 5/6 of therenal massto
30rats; 3 groupswereformed and followed over a period of 2, 4, and 6 weeks. The remaining group of ratswas used ascontrol.

Functional remainder state was evaluated by measurement of the Glomerular Filtration Rate (GFR) and effective Renal
Plasmatic Flow (RPF), Filtration Fraction (FF) was also calculated. Lipid and protein oxidative damage wer e evaluated on the
renal tissue. Asmarkers of oxidative stressthe levels of Malonildialdehyde (M DA) and Advanced oxidation protein products
(AOPP) were determined. Progressive decreasing of GFR, RPF and FF were noted. MDA levelsrose through thetime, AOPP
concentrations was also higher over the nephrectomized rats. Therelationship between progression of experimental chronic
renal failure and oxidative stress was showed.

Key words: Chronic Renal Failure, Glomerular filtration, Renal Plasmatic Flow, Filtration Fraction, oxidative stress

RESUMEN:

Serealiz6 un estudio experimental en 40 ratas Wistar provocando insuficienciarenal crénica (IRC) por ablacion de 5/6 dela
masa renal a 30 de ellas; las que fueron divididas en 3 gruposy evolucionadas durante 2, 4 y 6 semanas compar adas con las 10
ratasrestantes sanas.

Para evaluar €l estado funcional remanente se midié la intensidad de filtracion glomerular (IFG), € flujo plasmatico renal
efectivo (FPR), y se calculé la fraccion defiltracién (FF). Se evalu6 el dafio oxidativo a lipidosy proteinas en homogenado de
tejido renal. Para este fin se determinaron los niveles de malonildialdehido (MDA) y de productos avanzados de oxidacion de
proteinas (PAOP) como indicador es de dafio oxidativo.

Se constat6 la disminucion progresivadelalFG y el FPR y disminucién dela FF. Los niveles de MDA se elevaron en funcién del
tiempo y los de PAOP fueron mayores en lasratas nefrectomizadas. Se concluyo laimplicacion del estrés oxidativo en la
progresion dela Il RC experimental.

Palabras clave: Insuficienciarenal crénica, filtrado glomerular, flujo plasmatico renal efectivo, fraccion defiltracion, estrés

http://biomed.uninet.edu/2007/n3/betancourt.html


http://172.26.0.252/biomed/index.html
http://172.26.0.252/biomed/2007/n3/index.html
http://172.26.0.252/biomed/2007/n3/index.html
http://172.26.0.252/biomed/2007/n3/index.html
http://172.26.0.252/biomed/edreb.html
http://172.26.0.252/biomed/edreb.html
http://172.26.0.252/biomed/cc.html
http://172.26.0.252/biomed/cc.html
http://172.26.0.252/biomed/cc.html
http://172.26.0.252/biomed/normas.html
http://172.26.0.252/biomed/normas.html
http://172.26.0.252/biomed/authors.html
http://172.26.0.252/biomed/authors.html
http://172.26.0.252/biomed/2003/n2/editorial2.html
http://172.26.0.252/biomed/2003/n2/editorial2.html
mailto:biomed@uninet.edu
mailto:biomed@uninet.edu

Electron J Biomed 2007;3:19. Betancourt y col. DANO OXIDATIVO A LIPIDOS Y PROTEINASEN LA IRC EXPERIMENTAL.

oxidativo.

INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades cr 6nicas no transmisibles la insuficiencia renal se destaca como un prioritario problema de salud
por su repercusién importante sobrela calidad de vida de los que la padecen. Se entiende como insuficiencia renal crénica (IRC)
lareduccién lentay progresiva de lafiltracién glomerular, que se asocia a medida que avanza, a la pérdida de las restantes
funciones gercidas por € rifion. Una de las obser vaciones clinicas méas relevantes en los tltimos afos, corroborada en modelos
experimentales, ha sido que independientemente de la causa que determina el dafio renal inicial y a partir de cierto grado de
destruccidn tisular, la funcion renal puede continuar deteriorandose, sin que medie en ello ningin estimulo nocivo adicionall.

L as causas fundamentales de |RC, seglin la Asociacién Europea de Didlisisy Trasplante (EDTA) son las glomer ulonefritis; las
nefropatias tubulointer sticiales cr 6nicas; la diabetes; la nefroangioscler osisy las nefropatias autoinmunes?.

El dafio ocasionado por estas enfer medades provoca cambios adaptativos en las nefronas remanentes, que inicialmente
compensan la pérdida de lasfunciones que se ven comprometidas por la afectacion dela masa renal; pero alavez constituyen un
factor de progresion de la enfermedad hacia su etapa terminal3-4.

Brenner y colaboradoresformularon hace un par de décadas, una hipétesis unificador a que sostiene que cuando hay pérdida de
nefronas, las remanentes se adaptan hipertrofidndose e hiperfiltrando, para compensar la pérdidainicial delafunciény mas
tarde, van ala glomeruloesclerosis, que destruye nuevas unidadesy perpetua € ciclo hasta la destruccion final del parénquima
renal3. El estudio secuencial dela morfologiay funcién renal traslaremocion dela masarenal en ratas ha mostrado que
efectivamente, hay una hiperfiltracién e hipertrofia renal inicial, seguida de una caida de la funcion y tamafio renal en el
tiempod.

Lateoriadelahiperfiltracion, original y muy bien avalada experimentalmente, alin tiene puntos oscur os por lo que se han
propuesto multiples mecanismos para explicar la vasodilatacion de la arteriola aferentey parece tratar se de un fenémeno
multifactorial con implicacion de diver sos mediador es. Teniendo en cuenta que dicha teoria no explica en su totalidad la
progresion delalRC esnecesario admitir laimplicacion de otr os mecanismos?.

Hoy sabemos que la progresién hacia la insuficienciarenal terminal de la mayoria de las enfermedades renales, es producto de
los efectos de la angiotensina I 1. La hormona se acopla a dosreceptores de alta afinidad: el tipo 1 (AT1) y el tipo2 (AT2). La
sefializacion através del receptor AT 1 resulta en vasoconstriccion, estimulacion del crecimiento, activacion delosfibroblastosy
miocitosy aumento de la expresién de varios factor es prolifer ativos que promueven el crecimiento celular y lafibrosis. La
sefializacion através del AT2 resulta en vasodilatacion, respuesta antiprolifer ativa y aumento de la apoptosis®.

Laangiotensina Il también estimula el estrés oxidativo. Tal estrés potencia el rol vasoconstrictor del péptido debido al aumento
del catabolismo del NOS. Es esta una de las razones por las se ha empezando a considerar que el estrés oxidativo es otro elemento
atener en cuenta en la patogénesisde la | RC progresiva. Estudiosrealizados en pacientes con distintos gradosde IRC, sugieren
guelos enfermos renales estan en una situacién de estrés oxidativo, si los comparamos con individuos sanosy que el grado de
estrés oxidativo esta correlacionado con € grado de IRCY.

El estrés oxidativo apar ece en célulasy tejidos cuando serompe el equilibrio que existe entr e sustancias prooxidantesy
antioxidantes a favor delas primeras. Las principales sustancias oxidantes en los sistemas biol 6gicos son losradicales libres
derivados del oxigeno (EROs)8.

Quelas EROs estan implicadas en el dafio renal progresivo se basa en variaslineas de evidencias:

. EnlalRC estd aumentada la produccién de EROs.

. Distintas estrategias antioxidantes g er cen efectos beneficiosos en modelosde injuriarenal croénica.

. El estrésoxidativo puedeinducir en € rifion sano cambios similaresalosvistosen la IRC.
Lamayor parte delosestudiosrealizados se han basado en la medicién directa de productos oxidantes e indirectamente
midiendo productos de per oxidacion lipidica en los tejidos renales?, 9-10,

L os estudios que relacionan €l estrés oxidativo con la|RC motivaron larealizacion de la presente investigacion, en la que se
provoco |RC experimental en ratas utilizando el modelo de nefrectomia subtotal por ablacion de 5/6 delamasarenal y se evalud
el comportamiento secuencial de 2 mar cador es de estr és oxidativo en el homogenado derifion a medida que declinaba la funcion
del érgano. El estudio serealizé alas 2, 4y 6 semanas post ablacién para deter minar los cambios paulatinos en dichos

mar cador es, compar ados con un grupo control sin intervenir relacionando los mismos con indicador es del estado funcional
remanente.

MATERIAL Y METODOS

Setrabaj6 con un grupo de 40 ratas Wistar, con un peso aproximado de 180 gramos. La muestra se dividié en 4 grupos de 10
animales cada uno, un grupo CONTROL (C) constituido por ratas que no fueron sometidas a proceder quirrgicoy tresgrupos
EXPERIMENTALES (E) que fueron sometidos a nefrectomia subtotal por ablacion de 5/6 dela masarenal, eliminando el rifion
derechoy ligando 2 ramasdela arteriarenal izquierda, sin aplicar ningdn tratamiento. El grupo experimental E- | se evoluciond
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durante 2 semanas después de la nefrectomia sub-total, el grupo experimental E- 11 se evolucioné durante 4 semanasy €l grupo
experimental E- |11 durante 6 semanas.

El ultimo dia de evolucién de cada animal serealizd el aclaramiento plasmatico de acido paramino-hipurico (PAH) einulina (1)
paramedir €l flujo plasmatico renal efectivo (FPR) y laintensidad defiltracion glomerular (IFG) respectivamente, por €l
método multicompartimental. Con losresultadosde IFG y FPR se calculé la fraccién defiltracion (FF). EI comportamiento dela
IFG, d FPR y la FF permitieron evaluar las modificaciones funcionales a medida que progresaba la insuficienciarenal. La masa
renal fue extraiday congelada; posteriormente se hizo el homogenado del tejidoy se utilizé el sobrenadante paralas
determinacionesrelacionadas con el estrés oxidativo, que incluyeron la deter minacién del dafio oxidativo a lipidosy proteinas
[niveles de malonildialdehido (M DA) y concentracion de productos avanzados de oxidacién de proteinas (PAOP)
respectivamente].

Proceder parala medicién de los aclaramientos plasmaticos

Se obtuvieron 12 muestras de sangre donde el PAH y la | fueron determinados en filtrados liber ados de proteinas por sulfato de
cadmio, utilizando para el PAH la técnica fotocolorimétrica de Bratton y Mar shall, modificada por Homer W. Smith y parala
inulina el método directo del resorcinol sin tratamiento alcalino. Con las concentraciones plasmaticas de PAH e lnulina se
calcularon los aclaramientos mediante € andlisis de descomposicién multicompartimental de las curvas de desaparicion
respectivas de dichas sustancias en e plasmall.

L os resultados fuer on expresados en mililitros por minuto por 100 gramos de peso rata (mL/min/100g)

Técnica parala determinacion delos niveles de malonildialdehido (M DA).

L a determinacion de malonildialdehido serealizé a partir de una técnica espectrofotométrica basada en la reaccién de dos
moléculas del reactivo cromogénico N - methyl - 2 - phenyindole con una molécula de MDA (producto final de la per oxidacion
lipidica) a 45°c que conduce a un cromdfor o estable con un maximo de absor bancia a 486 nm12, L osresultados se expresaron en
micromoles por litro (umol/L)

Técnica para la determinacion de productos avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP).

La concentracién de PAOP es expresada como equivalentes de cloramina T (patr 6n) en condiciones acidicas a 340 nm en
presencia deioduro de potasio, siguiendo la transformacion de losiones yodo a yodo biatémico que provocan estos PAOP3, Los
resultados se expresaron en micromoles por litro (umol/L)

Andlisis estadistico.

Para resumir lainformacion delas variables se utilizaron medidas de resumen y dispersion como la media y la desviacion
estédndar. Serealizd ANOVA de unavia de efecto fijo para estudiar €l cambio delasvariablesen el tiempoy latrayectoriaentre
losgrupos. Serealiz6 el andlisisderegresion lineal para establecer relacién entrelafuncion renal y los marcador es de estrés
oxidativo. Se utiliz6 para € andlisis el paquete estadistico SPSS para Windows.

RESULTADOS

L osresultados obtenidos en los animales del grupo control (C) manifestaron en las variables flujo plasmatico renal efectivo
(FPR), intensidad de filtracion glomerular (1FG) y fracciéon defiltracion (FF) valores que corresponden a cifras normales, de
maner a que contra los mismos pueden ser compar ados los resultados de los animales de los grupos experimentales (E) sometidos
ala nefrectomia subtotal de 5/6 delamasarenal.

Las medias obtenidas paralasvariables FPR, IFG y FF se muestran en los graficosdel 1 al 3.

En el Grafico 1 se muestran los resultados obtenidos para el FPR, cuyo valor va declinando, aunque se hace significativo €
cambio a las 4 semanas post nefrectomia respecto a los animales sanos.
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Grafico 1
Comportamiento del flujo plasmatico renal efectivo en
los grupos estudiados
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En € grafico 2 se pueden observar loscambiosen lalFG, cuyo valor disminuyo incluso de manera significativa a las dos
semanas post nefrectomia (grupo E- 11) respecto a los animales sin nefrectomizar y continué disminuyendo hasta las 6 ssmanas.
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Grafico 2

Comportamiento de la intensidad de filtracion
glomerular en los grupos estudiados
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Fueron peguefios los cambios en la fraccién defiltracion, variable que solo mostr 6 disminucion significativa a las 6 semanas post
nefrectomia (grupo E- I11) respecto al grupo control, lo que se observa en el Gréfico 3.
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Grafico 3
Comportamiento de la fraccion de filtracion
en los grupos estudiados
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Losgréaficos4y 5 muestran las medias de las variables relacionadas con el dafio oxidativo.

L as concentraciones de malonildialdehido (MDA) aumentaron en los grupos experimentales, siendo significativo dicho aumento
desde las 4 semanas post nefrectomia respecto a los controles. También fue significativo el cambio entrelas 4y 6 semanas
(Grafico 4).
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Grafico 4

Comportamiento de la lipoperoxidacion a nivel renal en
los grupos estudiados
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L a determinacién de los productos avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP) mostr 6 un aumento significativo al comparar
los grupos E con e grupo control. (Gréafico 5)
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Grafico 5

Comportamiento del daiio oxidativo a proteinas en los
grupos estudiados
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DISCUSION

Utilizando ratas Munich-Wistar alas que se habia nefrectomizado un rifién einfartado 5/6 partesdel contralateral, el grupo de
Brenner estudié mediante micropuncion los cambios hemodinamicos que se producian en los glomérulos remanentes. A la
semana de lareduccion dela masa renal se observaba un incremento del flujo plasmético y del filtrado glomerular por nefrona,
junto con un incremento dela presion hidrostatica del capilar glomerular. Diver sos estudios de este grupo y de otros como el de
Hostetter han ido confirmando las alter aciones hemodinadmicas referidas!4. Estos resultados explican los obtenidos en esta
investigacion, donde se constatar on dos semanas después de la nefrectomia, valores de intensidad de filtracion glomerular y flujo
plasmatico renal efectivo, aunque disminuidos respecto a lasratas sanas, no al punto que deberia esperarse si se considera que se
lessustrajo alosanimales masdel 70 % dela masarenal, lo que suponela intervencién de los mecanismos anterior mente
referidosy descritos, para el mantenimiento de una funcién remanente relativamente cercana a la normal. Como se esperaba
encontrar, a medida que evolucionaron las ratas nefrectomizadas en el tiempo se produjo una caida de la funcién demostrada
por ladisminucién dela | FG. L os cambios obtenidos parala FF son € resultado de las modificacionesdelalFG y € FPR
encontradas.

Aunque la mayoria de los trabajos experimentales en el modelo de ablacion renal se han centrado en las alteraciones
glomerulares, se conoce que € metabolismo de las nefronas residuales se incrementa notablemente, con un aumento del consumo
de oxigeno y formacion del radical oxigeno activado y se harelacionado al estrés oxidativo con el deterioro funcional asociado a
laablacién demasarenal y alalRC5 7.9,

Todas las células que conforman la estructura renal tanto a nivel vascular como a nivel glomerular o tubular son capaces de
producir y liberar especiesreactivas del oxigeno (EROs) ante deter minados estimulos del tipo de farmacos, HTA aguda,
radiaciones o presion de oxigeno elevada®.

También las células cir culantes infiltrantes (granulocitos, monocitos-macr 6fagos y plaquetas) son capaces de producir grandes
cantidades de EROs, siendo imposible separar €l papel delos EROs producidos por las célulasinfiltrantes, del papel delos
producidos por las célulasresidentes ala hora de evaluar su accion en la patologia renal. S sumamos a esto el dafio que
ocasionan lastoxinas exdgenas en un tejido tan expuesto como € rifién, podemos concluir que este tejido esta en gran medida
sometido a la agresion oxidante®.

Losresultados obtenidos al determinar el dafio oxidativo a lipidos, mostraron aumentos secuenciales significativos a medida que
progresaba la enfermedad renal, expresado en las concentr aciones cada vez mayor es de malonildialdehido encontradas
existiendo correspondencia con |0 que reportan otros autores en estudios realizados en pacientes con | RC, que han encontrado
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aumentos mar cados de M DA indicando lipoper oxidacion y se ha correlacionado con el grado deinsuficienciarenal. Se ha
sugerido incluso quelas lipoproteinasy la peroxidacion lipidica pueden ser importantes moduladores en la IRC progresiva. El
anélisis estadistico en este estudio también reveld correlacion entrela pérdida dela funcion y el aumento de MDAT: 9,

Las proteinas son otros de los componentes biol égicos que sufren el dafio oxidativo por € ataque deradicaleslibres. La
interaccion delos EROs con las proteinas da lugar a una oxidacion delosrestos later ales de aminoacidos, lo cual puede
traducirse en una pérdida o modificacién dela funcién biolégica que desempefian®. M ediante reacciones de agregacion,
entrecruzamientoy fragmentacion, las proteinas atacadas por radicales dan lugar a los productos avanzados de oxidacion de
proteinas (PAOP). Aungue no tan utilizado en los estudios relacionados con €l estr és oxidativo como la lipoper oxidacion,
investigador es como Witko-Sar sat y Descamps-L atscha aseguran que constituye un marcador de valor predictivo en la IRC15-18,
Los efectos del ataque de los EROs a estas moléculas se pueden manifestar de maner as diver sas resultando en draméticos
cambios en cuanto a estructura, estabilidad, funcion y propiedades biol 6gicas!®.

Al comparar lasratas nefrectomizadas con las sanas se encontr 6 una elevacion significativa del dafio oxidativo a proteinas,
expresado en las concentraciones de PAOP.

Esevidente el aumento de las concentraciones de esteindicador lo que demuestra el dafio oxidativo a moléculas de natur aleza
proteica desde etapastempranasdeinjuriarenal. Al analizar los cambios secuenciales del MDA se podria esperar un curso
similar delos PAOP, sin embargo hay correspondencia con lo referido acer ca del dafio a proteinas mediado por EROs, siendo
esteinmediato y directo en contraste con el dafio lipidico que tipicamente apar ece después de un intervalo detiempoy se eleva
progr esivamente como ha sido constatado. L a disminucion que se obser vo después de las dos semanas en los niveles de PAOP
pudiera parecer contradictoria; pero han sido corroborados por varios autores los efectos bifasicos en cuanto a la susceptibilidad
ala oxidacion encontrando que por un lado una oxidacion limitada lleva a un aumento de susceptibilidad mientras una
oxidacion mas extensa puede estar asociada con un incremento delaresistencia de las proteinas!®-20. Un amplio articulo de
revisién publicado por investigadores del Instituto de Farmacia dela Universidad de La Habanay el Departamento de Quimica
y Bioguimica Clinica de la Universidad de Milan serefiere ademas a las mar cadas diferencias en cuanto a susceptibilidad al
dafio oxidativo que muestran, incluso, las proteinas entre si2l,

Losdatos referidos en los comentarios precedentes son indicativos del dafio oxidativo a proteinasy lipidos a consecuencia de la
produccion aumentada deradicaleslibresantelainjuriarenal, incluso en estadios muy iniciales.

El analisis secuencial delos marcadores de estr és oxidativo estudiados, per mite establecer que después de la nefrectomia subtotal
la masa renal remanente se encuentra en un estado de estr és oxidativo que se constata desde estadios tempranos post
nefrectomiay se agudiza con el paso del tiempo explicado por los efectos de los EROs sobrelas estructurasy la funcién renal,
gue incluyen modificacion de la permeabilidad glomerular, del flujo sanguineoy lafiltracién glomerular.
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Comentario del revisor Prof. Pilar Mufiiz Rodriguez PhD. Area de Bioquimicay Biologia M olecular . Dpto. de Biotecnologia y
Ciencia delos Alimentos. Universidad de Burgos. Espafia

Este estudio aporta resultados inter esantes de cdmo el estrés oxidativo esta implicado en la evolucion dela | RC utilizando un
modelo experimental.

En la actualidad es sabido que €l estrés oxidativo esta implicado en una amplia variedad de situaciones clinicasy experimentales
relacionadas con la enfermedad renal. Bentacourt y cols. exponen aqui un estudio sobre el estrés oxidativo realizado en ratas
Wistar utilizando un modelo de nefrectomia subtotal por ablacién de 5/6 de la masa renal, con distintos tiempos de evolucién.
Como indicador es del dafio oxidativo evaluar on dos biomar cador es como son los nivelesde MDA (indicador del dafio a lipidos) y
los niveles de PAOP (productos avanzados de oxidacion de proteinas). Como resultado del trabajo, observaron que estéan
elevados en ratas nefrectomizadasyy los niveles eran dependientes del grado de evolucién.

Comentario del revisor Comentario del revisor Dr. Abdias Hurtado Aréstegui. Servicio de Nefrologia. Hospital Arzobispo
Loayza. Universidad Peruana Cayetano Heredia. Lima. Peru

La perdida de balance entrela formacién de especies reactivas de oxigeno y los mecanismos de defensa antioxidantes se
denomina estrés oxidativo y sereflgja por la acumulacion de productos oxidados de DNA, proteinasy lipidos. En pacientes con
enfermedad renal crénica se ha demostrado incremento del estrés oxidativo antes del inicio de didlisisy en didlisis (1,2).

Betancourt y colaborador es presentan un trabajo experimental en ratas, en las que muestran que un mayor tiempo de dafio
renal se asocia a mayor concentracién de productos avanzados de oxidacion de proteinasy de malonildialdehido y sugieren que
la acumulacion de estas sustanciasinfluiria en la progresion del dafio renal. La informacion del papel del estrés oxidativo en la
progresion del dafio renal ha sido planteada sobre la evidencia de una produccién incrementada de especiesreactivas de oxigeno,
cambios morfolégicosy funcionales inducidos por estrés oxidativo similares a los que se observan en dafio renal croénicoy el
efecto la prevencion dela progresion con el uso de antioxidantes. Otros mecanismos de progresion de dafio renal incluyen: La
presencia de albuminuria produce mas oxidantes los que generan dafio tubulointer stitial y los depésitosincrementados de hierro
en rifion aumentan € estrés oxidativo (3-5).
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