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Sintesis

SINTESIS

Los tejidos sometidos a isquemia reperfusion (I/R) pueden recuperarse, siempre
gue se logre interrumpir a tiempo, las vias del dafio celular involucradas en la I/R.
En varias situaciones clinicas el tiempo de isquemia renal sobrepasa los 45 min,
tiempo de isquemia en el cual se potencian mecanismos lesivos que interfieren
con la adecuada reparacion del tejido renal sometido a I/R. Fue interés de nuestra
investigacion valorar el efecto del precondicionamiento oxidativo con ozono sobre
la funcion y estructura de rilones sometidos a un tiempo de isquemia de 60 min,
seguidos por 180 min de reperfusion. Como resultado se obtuvo que el
precondicionamiento oxidativo con ozono preservo la funcién renal, comprobado
por el incremento del flujo plasmatico renal (F.P.R), la fraccién de filtracion (F.F) y
la intensidad de filtracion glomerular (I.F.G) en rifiones postisquémicos
precondicionados con 0zono con respecto a rifiones postisquémicos sin

pretratamiento.

El precondicionamiento oxidativo con ozono preservé la integridad de
componentes de la nefrona, como glomérulos y tabulos proximales, frente al dafio
isquémico de 60 minutos. Bajo nuestras condiciones de trabajo el
precondicionamiento mostré6 un efecto beneficioso sobre el balance REDOX
tisular, en riflones postisquémicos, mediado este efecto por la activacion de

enzimas antioxidantes en el tejido renal lesionado, la regulacion a nivel renal de la



interleucina proinflamatoria nimero 6, la disminucion de la actividad de la enzima
fosfolipasa A, asi como la preservacion de los niveles renales de productos
avanzados de la glicosilacibn. Se concluyé en nuestro trabajo que el
precondicionamiento oxidativo con ozono, a tres niveles de dosis, muestra un
efecto positivo en la preservacion del tejido renal frente al dafio ocasionado por el

sindrome de I/R, con resultados mas favorables con la dosis de 0,5 mg/kg.



INDICE

INDICE
INTRODUC CION -~ 1
1.REVISION BIBLIOGRAFICA .-~ 11
1.1 El Dafio Renal por l/R-----mmmmmmmm oo oo 11
1.2 Mediadores del dafio por I/R renal.----------=-=-mmemmmm oo 15
1.3 Las Especies Reactivas del Oxigeno en los Sistemas Biolégicos. --------- 23
1.4 Mecanismos protectores contra el dafio por I/R renal ----------------=-------- 25
1.4.1 El Precondicionamiento iSQUEMICO.-------====-=-====n=nmnmmnmnmm- 25
1.4.2 El precondicionamiento renal farmacolégico.----------------- 27
1.5 Estrategias empleadas en el manejo de la insuficiencia Renal Aguda
causada por I/R. Ventajas y desventajas frente al PreOz0-------------------------- 30
1.6 Ozonoterapia como herramienta terapéutica . Generalidades.---------------- 34
1.6.1 Mecanismos bioldgicos asociados ala eficacia de la
Oz0oNOoterapia. -==-==-=-===m = m oo 36
2. MATERIALES Y METODOS .-------m- oo oo oo oo 43
2.1 Materiales.----------mmm oo 43
2.1.1 REACHVOS------mmm oo oo oo oo e 43
2.2 METOAOS---=m === m oo oo e 44
2.2.1 Administracion del
(0 7.0 [0 Bt 44
2.2.1a Criterios de seleccion de los niveles de dosis y
esquemas de precondicionamiento con OzONO-------------=--------- 45
2.2.2 BiomMOdEI0S------==mmm oo oo 46
2.2.3 Procedimiento quirargico para la I/R renal.------------=-=------- 46
2.2.4 Proceder parala realizacion de los aclaramientos
PlasSmMAtiCOS .---=-=n=mmmmm e oo e o oo 47
2.3 Disefios Experimentales--------=-=----m-mmmmm oo 48
2.3.1 Disefio No.1.Precondicionamiento oxidativo con 0zono
€N MAONES SANOS----=mmm = m o 48

2.3.2 Disefio No.2. Papel del PreOzo sobre la funcion renal ,
estructura renal y algunas variables indicadoras de estés
oxidativo en riniones sometidos a 60 min de isquemia y 180

Min de reperfusSion --------=--smmmmmm e 50



INDICE

2.3.3 Disefio No.3. Efecto del PreOzo sobre la expresion de
interleucina 6(IL-6) en rifones sometidos a 60 min de isquemia

seguido por 180 min de reperfusion ------------=-==-mm=mnmmmmmmmemo- 53
2.4 Determinaciones bioquimiCas -------=========m=mmmmmm oo 54

2.4.1 Técnicas para la determinacion en plasma de las

concentraciones de PAH e inulina--------------------memmmmmomomomomomeo- 54

2.4.2 Técnicas para la determinacion en plasma de creatinina 55
2.4.3 Determinaciones bioquimicas de parametros indicadores
de estrés oxidativo a nivel de tejido

renal-----------------oeoeoemeee - 55
2.4.3.1 Determinacion del
GSH---mmmmmm - 56
2.4.4.1 Actividad enzimética (AE) de la SOD
(superdxido dismutasa)------------=-=-=-==m-mmmmmcmmmmeae 57
2.4.4.2 AE de la CAT (catalasa)--------------------=------- 57
2.4.4.3 AE de la GSH-Px (glutatiéon peroxidasa)------ 58
2.4.4.4 Determinacion de las sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (SRATB)-----------------memememomomeeo- 58
2.4.4.5 Determinacion de las proteinas ----------------- 59

2.4.4.6 Técnicas parala medicion de fructosamina- 59
2.4.4.7 Técnicas para la medicion de la actividad

tisular de FLA2 —---m-m-mmmm oo 60
2.5 Inmunohistoquimica para la visualizacién de la inmunoreactividad de la
IL-6 en tejido renal sometido a isquemiay pretratado con 0zono---------------- 60
2.5.1 Estudios Histopatol0giCOs ---------=-=--=-==nmmmmmmmmmemmm oo 61
2.5.1.1 Microscopia Optica (Hemotoxilina-Eosina)
y Microscopia Optica de Alta Resolucion--------------- 61
2.6 Analisis Estadistico de los Resultad0s ---------=-=-=-m-mmmmmmmm oo 63
3.
RESUL T AD O S, - o oo oo e 65

3.1 Efecto del precondicionamiento oxidativo con ozono (PreOzo) sobre
pruebas de funcién renal: Flujo Plasméatico Renal (FPR), Intensidad de
filtracion Glomerular (I.F.G), Fraccion de Filtracion (FF) , niveles plasmaticos

de creatinina y estructura de rifiloNes SAN0S---------=======nmmmmmmm oo 65
3.2 Efecto del Precondicionamiento oxidativo con ozono (PreOzo), sobre
parametros bioquimicos , indicadores del estrés oxidativo------------=--=-=--=--=--- 67
3.3 Papel del pretratamiento con ozono (PreOzo) sobre la actividad tisular

de la fosfolipasa A2 (FLA2)y los niveles renales de fructosamina --------------- 70

3.4 Efecto del PreOzo en la disminucion de la interleucina pro-inflamatoria

(IL-6) en rifiones sometidos aisquemia de 60min, seguida de 180min de

PPN USION =mmmmm e m oo 73
3.5 Eficacia del PreOzo sobre las pruebas de funcion renal : F.P.R, I.LF.G,F.F,



INDICE

niveles plasmaticos de creatinina y estructura de rifiones sometidos a I/R----- 75
3.6 Efecto del PreOzo sobre la estructura de rifilones sometidos a I/R.
(Andlisis Cualitativo)---------=-===-m=mm oo 78
3.6a Estudio Morfomeétrico Analisis cuantitativo ------------=-=-=-=-=-=-m-mmmmmmmmeee 80
A.DISCUSION - 83
B5.CONCLUSIONE S, - oo oo o 101
5.1.RECOMENDACIONES . ---------nnnmmmmmm e 102
REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS.

ANEXOS.
AUTOBIOGRAFIA.
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INTRODUCCION.

El fendbmeno de isquemia/reperfusion (I/R) es el cese del riego sanguineo a una
célula por un tiempo determinado y su posterior reoxigenacion durante el periodo

de reperfusion (Barber et al., 1999).

Se reporta que la complicacion mas frecuente de la I/R renal es la necrosis tubular
aguda (NTA), apareciendo con mayor frecuencia cuando los tiempos de isquemia
pasan los 30 minutos, por lo que se refleja que los tiempos de isquemia son
determinantes en la viabilidad del riidn a la hora de la reoxigenacion (Barber et al.,

1999).

Durante la isquemia ocurren cambios que dafian a la célula y estos proporcionan
las bases bioquimicas y fisiopatoldgicas para el desencadenamiento de una
cascada de eventos lesivos los cuales se incrementan en la fase de reperfusion.

(Ramzi et al., 2000).

La vasoconstriccion renal y la disfuncién tubular han sido claramente definidas
como los mecanismos mas importantes que afectan el funcionamiento de la

nefrona después de la I/R (Brenner, 2000).

La isquemia provoca dafio al endotelio y por tanto conlleva a la disfuncion

endotelial, lo que crea un desequilibrio entre los agentes vasodilatadores [0xido
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nitrico (ON’), adenosina, prostaglandina E. (PGE;)] y los agentes

vasoconstrictores [endotelina 1 (ET-1), angiotensina All, tromboxano A, (TBxA,),
leucotrienos] desplazandose el equilibrio hacia la produccién de estos ultimos,

culminado con una vasoconstriccion no controlada. Todo esto trae como resultado
la disminucion del coeficiente de filtraciéon glomerular (kf), la intensidad de
filtracion glomerular (1.F.G), el aumento de la resistencia vascular a nivel de las
arteriolas aferentes y eferentes, con la consecuente disminucién del flujo
sanguineo renal (F.S.R) (Brenner, 2000). Durante la reoxigenacion tisular, previa
isquemia, se crea un flujo sanguineo turbulento, el cual es capaz de dafiar las
paredes del endotelio, aumentando las fuerzas de cizallamiento sobre la intima
endotelial. Como consecuencia de esto, el endotelio comienza a liberar agentes
vasoconstrictores los cuales son responsables de la vasoconstriccion mantenida
en la fase de reperfusion, favoreciéndose de esta forma la caida de la I.F.G en el

rifién postisquémico (Brenner, 2000).

La disfuncion tubular aparece producto de la disminucion del adenosintrisfosfato
(ATP) y la deprivacién de oxigeno, esto lleva a una disfuncion celular, dafio
subletal y a la muerte celular. Todo esto a nivel del epitelio tubular culmina con la
descamacion de la célula epitelial, lo cual provoca la obstruccién de los tabulos,
con incremento de la presién hidrostatica de la cdpsula de Bowman y la caida de

la IFG (Ramzi, 2000; Brenner, 2000; Bonventre, 1993).
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Actualmente en la fisiopatologia de la I/R se ha dado un papel protagénico a las
especies reactivas del oxigeno (ERO), como el radical anién superoxido (O."), el
peréxido de hidrégeno (H20,), el radical hidroxilo (HO"), el oxigeno singlete (*O.),
el éxido nitrico (ON), el peroxinitrito (O=NOO), el acido hipocloroso (HOCL), entre
otras, las cuales al aumentar cronicamente originan un desequilibrio entre la
actividad de sistemas proxidantes y la actividad de sistemas antioxidantes, con
predominio de la actividad de los primeros, lo cual es conocido como estrés

oxidativo (Rodriguez et al., 1996).

Existen sistemas antioxidantes enddgenos y exdgenos que limitan la actividad y
produccion de las ERO, por lo que se mantiene un equilibrio proxidante —
antioxidante y se evita el estrés oxidativo. Dentro de los antioxidantes enddgenos
se encuentran: las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GSH-Px) y glutation reductasa (GSH-R), proteinas
antioxidantes como la transferrina, el glutation reducido (GSH), la ceruloplasmina
y dentro de los sistemas exdgenos estan las vitaminas A, E y C, asi como los

metales cobre y selenio (Rodriguez et al., 1996; Annuk et al., 2001).

Las ERO, al estar aumentadas y no ser neutralizadas por las sustancias
antioxidantes, son capaces de inducir dafio a membranas, atacando los dobles
enlaces C=C de los acidos grasos poliinsaturados, lo que provoca alteracién de su

estructura y funcién. Ademas, producen la oxidacion de las cadenas laterales de
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los residuos de aminoécidos, formacion de enlaces cruzados proteina-proteina y

la oxidacion del esqueleto proteico que ocasiona la fragmentacién de la proteina 'y

alteracién de su funcién, afectando a enzimas de naturaleza proteica como la
Na‘’/K* ATPasa vy la Ca™ ATPasa. Por otro lado, las ERO son capaces de
reaccionar con la timina del ADN nuclear y mitocondrial originando fragmentacion
mono catenaria del ADN, lo que inhibe la reparacion y proliferacién de la célula

(Leon et al., 2005).

Hay investigadores que han tratado de neutralizar el dafio provocado por las
ERO en eventos de I/R a través del uso de enzimas antioxidantes como la SOD,
CAT, GSH-Px y del allopurinol (inhibidor de la XOD); otros han usado la
deferroxamina la cual inhibe la reaccion de Fenton por una unién al hierro libre.
Todos ellos han reducido la severidad del dafio celular y la disfuncién del 6rgano
por la I/R (Brawn et al., 1985; Brenner, 2000). Estos estudios reflejan el papel

importante de las ERO en el deterioro celular en el proceso de I/R.

Se reporta que la sensibilidad de la nefrona al dafio isquémico varia a lo largo de
la misma, existiendo una sensibilidad mayor en la porcién proximal con respecto a
la porcion distal, lo que se correlaciona con un balance antiapoptético de las
proteinas Bcl-2 y Bcl-X1, las cuales realizan la inhibicion de la apoptosis, a traves
de un mecanismo antioxidante (Gobé et al., 1999; Cuttle et al., 2001 ), que
favorece a las células epiteliales del tubulo distal y las hace adaptativamente
resistente al dafio por I/R (Caballero et al, 2000). Ademas, la zona distal

funciona como almacén para la produccién de factores de crecimiento para su
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mantenimiento y regeneracion, de esta forma esta zona protege y preserva

también el tabulo proximal (Hammerman et al., 2000; Caballero et al., 2000).

Actualmente existen estrategias protectoras contra el dafio mediado por la I/R,
pero estas alternativas farmacolégicas y no farmacolégicas necesitan una mejor
evaluacion, ya que unas muestran efectos adversos y otras no han sido del todo

validada en la prética clinica. (Tabla del Anexo 5)

Desde hace méas de 100 afios se viene usando el ozono (Os3), variacion alotropica
del oxigeno, para fines médicos. Se postula que su mecanismo de accién esta
relacionado con la generacion de productos secundarios en su reaccion con los
dobles enlaces en los lipidos, enlaces bisulfuro y grupos sulfihidrilos de proteinas
presentes en las membranas celulares. Ha sido descrita la generacion de
lipoperoxidos, peroxidos de hidrégeno, aldehidos y ozénidos como compuestos
activos capaces de activar mecanismos bioquimicos y expresion de genes, de
esta forma estan involucrados en disimiles procesos celulares (Bocci, 1997; Prior

et al., 1993).

El precondicionamiento oxidativo con ozono (PreOzo) fue demostrado por Leén y
colaboradores en 1998 (Leon et al., 1998). Este mecanismo de accién propuesto
para el ozono con fines médico plantea que la aplicacion de este gas a
concentraciones controladas (25-50 mg/L) produce un estrés oxidativo ligero, el
cual estimula los mecanismos antioxidantes endégenos, preparando al hospedero
a enfrentar condiciones fisiopatolégicas mediadas por ERO. Otros autores han

utilizado el PreOzo en modelos experimentales de I/R renal y hepatica. A nivel
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renal se reporta un efecto protector del PreOzo sobre variables de funcién renal
en rifiones sometidos a I/R, siendo los tiempos de isquemia y reperfusion de 30 y
180 min, respectivamente (Barber et al., 1999). A nivel hepatico se comprobé que
este precondicionamiento oxidativo protegid al higado contra el deterioro tisular
mediado por I/R siendo el tiempo de isquemia hepatica de 90 min (Peralta et al.,
2000).Ambos estudios mostraron los efectos citoprotectores del PreOzo en la

preparacion del tejido para enfrentar la I/R.

Teniendo en cuenta las premisas expresadas en los parrafos anteriores,

se concibid el siguiente problema e hipoétesis de trabajo:
-Problema.

La isquemia/reperfusion (IR) renal es consecuencia de muchas afecciones
frecuentes (hemorragia aguda, shock, trasplante renal) y ademas es causa de
complicaciones renales graves, que ponen en juego la vida del paciente, asi
como su calidad de vida futura. Actualmente, las terapias empleadas para el
manejo del dafio renal agudo por I/R poseen un alcance limitado, por lo que
resulta necesaria la busqueda de nuevas terapias. Ademas, se conoce que en
varias situaciones clinicas el tiempo de isquemia renal excede los 30 minutos.
Por otra parte la ozonoterapia ha mostrado buenos efectos en la prevencion del

dafo celular mediado por I/R.

¢Podria el precondicionamiento oxidativo con ozono prevenir el dafio renal

provocado por una isquemia de una hora y una reperfusiéon de tres horas?
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Tomando en consideracion los antecedentes antes mencionado,

formulamos la siguiente:
-Hipétesis.

El precondicionamiento oxidativo con ozono, puede proteger contra una hora de
isquemia caliente y 3 horas de reperfusion, en un modelo de dafio renal agudo

por I/R, a través de la activacion de sistemas que regulan el estrés oxidativo.
Teniendo en cuenta esta Hipoétesis se plantearon los siguientes:
OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.:

Valorar el efecto protector del precondicionamiento oxidativo con ozono a nivel

experimental en la prevencién del dafio renal por isquemia reperfusion.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Valorar el efecto del precondicionamiento oxidativo con ozono sobre

pruebas de funcion renal y estructura de rifiones sanos.

2. Valorar el efecto del precondicionamiento oxidativo con ozono sobre las

pruebas de funcion renal en rifiones  postisquémico

3. Valorar el efecto del precondicionamiento oxidativo con ozono sobre

variables indicadoras del estrés oxidativo a nivel renal.
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4. Valorar el efecto del precondicionamiento oxidativo con ozono sobre la

estructura de rifiones postisquémicos.

5. Valorar el efecto del precondicionamiento oxidativo con ozono sobre la

expresion renal de interleucina 6 en rifiones postisquémicos.

Resultado econémico, social o cientifico que aportara el tema al sector o

rama.

ECONOMICOS: La aplicacion de la ozonoterapia por via rectal, a pacientes con
riesgo de dafio renal agudo por I/R, serd una herramienta terapéutica de gran
utilidad, ya que no presenta reacciones adversas, el proceder es de facil
manipulacién, la via de aplicacion es tolerable por los pacientes, los equipos de
ozono de uso médico son de produccién nacional y se fabrican en el Centro de
Investigaciones del Ozono, perteneciente al Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas. Por otra parte los farmacos y procederes empleados en el mundo
actual para aminorar la lesion del tejido renal, después de haber sufrido la falta de
riego sanguineo, son de dificil manipulaciéon, muchas de las vias de aplicaciéon de
estos son invasivas y muestran reacciones adversas a corto y a largo plazo.
Ademas, en nuestro pais no se dispone de una produccién nacional de algunos de
estos farmacos, por lo que hay que importarlos para su uso en el orden clinico,
aspecto que eleva aun mas sus costos. Sin embargo, la ozonoterapia podria

sustituir a esos farmacos.
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SOCIALES: La protecciéon de la funcion renal se inicia en el momento en que se
identifican las posibles noxas que pueden producir su alteracion, por lo que los
resultados de este estudio permitiran proponer un esquema de tratamiento de
ozonoterapia en el cual se pretrate al paciente con riesgo de sufrir un dafio renal
agudo por I/R, evitando de esta forma que el paciente caiga en insuficiencia renal
aguda con sus multiples complicaciones. Se conoce que la I/R es causa del 70 %
de las insuficiencias renales agudas y un aspecto determinante es la prolongacion
por cualquier causa del tiempo de isquemia renal sobre todo cuando excede a los
45 minutos, llegando a la Necrosis Tubular Aguda. Una vez identificado
adecuadamente al paciente con riesgo elevado de padecer de Insuficiencia Renal
Aguda (IRA) mediada por I/R, se le puede aplicar previamente la ozonoterapia por
via rectal con el objetivo de prevenir el dafio renal. El precondicionamiento
oxidativo con ozono prepararia al rifién a soportar el insulto isquémico, sobre todo
cuando sea mayor de los 45 min y asi evitar que el paciente pueda desarrollar,
entre otras alteraciones, la IRA por I/R no controlada. Ademas, el pretratamiento
con ozono seria un proceder facil de aceptar por el paciente, a dosis ya

estudiadas, sin ningun efecto adverso y lograndose una mejor calidad de vida.

CIENTIFICOS: El estudio del efecto del pretratamiento con ozono sobre variables
funcionales, bioquimicas, inmunoldgicas e histolégicas en un modelo de dafio
renal agudo por I/R es una investigacion de gran impacto en el campo de la

medicina en general. Los resultados de esta investigacion permitirdn profundizar
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en el estudio de los efectos de la ozonoterapia sobre mediadores moleculares del
dafio renal agudo por I/R. Ademas, este estudio muestra que el
precondicionamiento oxidativo con ozono protegi6é al tejido renal, a un tiempo de
isquemia mayor al anteriormente reportado, es decir a una hora. Este estudio
refleja que este efecto citoprotector del precondicionamiento oxidativo frente al
dafio inducido por la isquemia reperfusion es mediado en gran medida por la
activacion a nivel renal de sistemas antioxidantes enddgenos, asi como la
modulacion de la expresion renal de la interleucina 6, interleucina proinflamatoria
relacionada con la inflamacion en tejidos sometidos a fenémenos de isquemia
reperfusion. En esta investigacion se utilizaron 3 niveles de dosis de
precondicionamiento con 0zono, aspecto importante ya que se obtuvo que la dosis
de 0.5 mg/kg es la Optima para la preparacion del tejido renal para enfrentar una

hora de isquemia.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.1. El Daio Renal por I/IR.

El fenbmeno de I/R renal estd presente en varios procesos patolégicos de la
practica clinica diaria. Este fendmeno es causa fundamental del fallo renal agudo
gue, de no ser solucionado a tiempo, conlleva a la necrosis tubular aguda (NTA) y a
la insuficiencia renal aguda (IRA). Al producirse el cierre de los vasos renales, en
situaciones como el shock, la hipovolemia y otras como el trasplante renal, los
riflones son sometidos a un periodo variable de hipoperfusion el cual es
determinante para la viabilidad del 6rgano a la hora de la reperfusion (Brenner,
2000). Durante el periodo de isquemia ocurre una disminucion energética, la cual es
responsable de una cascada de eventos bioquimicos que conducen al deterioro
celular, que de no ser este detenido a tiempo, podria conllevar a la muerte celular
(Brenner, 2000). Se reporta que la caida del trisfosfato de adenosina (ATP), a nivel
de las células del epitelio tubular renal, produce un desequilibrio en los gradientes
idbnicos que determinan la polaridad de dicho epitelio y dafio al citoesqueleto con
alteraciones de la arquitectura de la célula epitelial tubular (Brenner, 2000). El dafio
al citoesquelto producto de la caida del ATP provoca una redistribucion anormal de
acidos grasos, de proteinas, de enzimas como la ATPasa dependiente de sodio y
potasio (Na’/K* ATPasa) a nivel de la membrana basolateral y apical de la célula
tubular. Poco a poco se genera pérdida de la polaridad de la célula epitelial,

necrosis y descamacion celular (Brenner, 2000). De esta forma, las células
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descamadas van ocluyendo la luz tubular, aumentando la presiéon hidrostatica de la

capsula de Bowman, con la consecuente caida de la IFG (Brenner, 2000).

En la fase isquémica de la I/R renal, el ATP es degradado a ADP y AMP en las
células del parénquima renal y en las células endoteliales. Es bien reportado que
estos precursores del ATP no poseen la capacidad de atravesar las membranas
celulares. Sin embargo, de prolongarse la isquemia el ATP continuara
degradandose de AMP a Xantina e Hipoxantina. Estas purinas si poseen la
capacidad de atravesar las membranas y escaparse al exterior de las células,
provocando una pérdida de metabolitos para la resintesis del ATP (Brenner,

2000).

En el dafio renal causado por la reperfusibn se reportan alrededor de cuatro
mecanismos involucrados en ella, estos son: 1- Disminucién del fosfato de alta
energia, el cual es originado por el desbalance entre la reposicion y el consumo de
ATP, ya que durante la reperfusion se dafian los complejos | y Il de la cadena
transportadora de electrones provocando afectaciéon en la fosforilacion oxidativa y
apertura transitoria del poro de transicion mitocondrial (TPM), activAndose de esta
forma la apoptosis en el tejido renal postisquémico (Kirton et al., 1999). 2-
Produccion de radicales libres liberados por neutréfilos y mastocitos activados,
provocando la peroxidacion de las membranas lipidicas, desnaturalizacion de

enzimas y disfuncion de organelos. 3- Inadecuada reperfusion tisular, también
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conocida como el sindrome de no reflujo, en el cual el tejido isquémico no logra

alcanzar los niveles de flujo existentes antes de someterse a la isquemia.

Se plantea que este fendmeno puede ser ocasionado por trombosis microvascular,
dafio endotelial o tapones leucocitarios y/o plaquetarios. 4- Sobrecarga de Ca'™, la
cual es secundaria al deterioro de la actividad del reticulo sarcoplasmico. (Dirnagl

et al., 1999; Lipton, 1999; Grace, 1994; Jounberg, 1999).

En la Figura 1 se muestran los eventos fundamentales asociados al dafio por I/R
renal, donde se evidencia la diversidad de mediadores involucrados en dicho

proceso.
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Figura 1. Eventos moleculares asociados a la fisiopatologia de la I/R.
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Brenner et al., 2000.
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1.2. Mediadores del daio por I/IR renal.

En el dafio provocado por I/R renal se reporta el desequilibrio que ocurre en el
sistema XDH/XOD, a consecuencia de la falta de oxigeno y el agotamiento
energético. En condiciones fisiologicas, la XDH es enzima dependiente del
cofactor NAD" y en esta forma es incapaz de producir ERO. Sin embargo, durante
la isquemia por oxidacion de los grupos sulfhidrilos o por accién de una proteasa
dependiente de Ca'™, la XDH se convierte en XOD. Esta conversion, sobre todo
durante la reperfusion, conlleva a la produccion del radical O.", promoviéndose de
esta forma el dafio celular por un ataque radicalario. El exceso de O"en presencia
de H,O, conlleva a la formacién de un radical mas potente, el radical hidroxilo

(HO") (Hamer et al., 1995)0.

Un mediador de la I/R renal es la endotelina (ET-1), potente vasoconstrictor y que
ademas provoca dafio tubular. (Brenner, 2000). Es reportado que la
vasoconstriccion intrarrenal en el periodo postisquémico es atenuada por el
empleo de anticuerpo contra la ET-1 (Brenner, 2000), estudio que demuestra el
papel de la ET-1 en la alteracion de la hemodindmica intrarrenal a la hora de la

reoxigenacion.

Importante es comentar que la I/R se caracteriza, entre otros aspectos, por el dafio
endotelial y este se convierte en el precursor del desbalance entre la ET-1y el ON®
(vasodilatador por excelencia de la musculatura lisa vascular). Es bien estudiado

gue durante la I/R se produce un decremento del ON' debido a que la isquemia
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provoca por si sola disminucion de la actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa
constitutiva a nivel de células endoteliales renales (Brenner, 2000). De esta forma
tambien se comienzan a dafiar los mecanismos de autorregulacion del flujo

sanguineo (Brenner, 2000).

Otro mediador importante de la I/R renal es el calcio (Ca™).Cuando los niveles de
Ca™ libres en el citosol exceden los 500 nM, estos son capaces de dafar la
mitocondria, activar proteasas y activar fosfolipasas. Se ha demostrado que el Ca*
" es capaz de activar fosfolipasas dependiente de calcio con la consecuente
liberacion de &cidos grasos libres toxicos, los cuales son capaces de desacoplar la
fosforilacion oxidativa contribuyendo al fallo energético celular (Brenner, 2000) .
Otros aspectos importantes que contribuyen al deterioro tisular durante la I/R son:
el trastorno en el metabolismo del acido araquidonico y la activacion de
fosfolipasas. El acido araquidénico se encuentra formando parte de la estructura
de los fosfolipidos de membrana, esterificado a la posicion Sn-2 (Campanioni et
al., 1995). Se reporta que la concentracion del &cido araquiddnico libre es muy
baja (10 ° Molar), de manera que el primer paso en su metabolismo consiste en su
liberacion de los fosfolipidos de membrana, catalizado por la fosfolipasa A:
(Campanioni et al., 1995). Esta reaccion enzimatica se estimula en estados
fisiol6gicos (estimulos hormonales: angiostensina, bradiquinina, epinefrina) o en
estados patoldgicos (dafio mecanico, isquemia, veneno, calcio, etc) (Campanioni

etal 1995).
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Actualmente se reporta un mecanismo que conlleva a la peroxidacion no
enzimatica del acido araquidénico. Este mecanismo es por accién de las ERO,
dando lugar a la formacion de isoprostanos los que se comportan como agentes
guimiotacticos, atrayendo células inflamatorias al tejido lesionado, lo cual conlleva
a la disfuncion del 6rgano sometido a insulto isquémico (Brenner, 2000). En
experimentos en los cuales se produce la isquemia por oclusién de la arteria
coronaria en animales de laboratorio, el metabolismo del acido araquidénico se
incrementa con abundante produccién de leucotrienos, prostaglandina y
tromboxano, contribuyendo de esta forma al deterioro del miocardio (Campanioni
et al., 1995). Por lo que esto refleja una vez mas el papel que tiene el
metabolismo del 4cido araquiddnico en el tejido sometido a dafio, como la I/R y su

relaciéon con las ERO.

Los derivados del acido araquidonico son compuestos biolégicos muy activos; las
prostaglandinas y tromboxanos son considerados hormonas locales que ejercen
su accion en el lugar donde se sintetizan. Muchos de estos metabolitos estan
involucrados en procesos inflamatorios como la I/R. Por ejemplo, los leucotrienos
(LTB,, C4, D4) provocan agregacion de polimorfonucleares, inducen la adhesion de
leucocitos a células endoteliales y son potentes constrictores de la musculatura
lisa vascular (Campanioni et al., 1995), estas razones muestran el papel de los
derivados del acido araquidonico en la cascada de eventos moleculares que

contribuyen al deteriro tisular en los 6rganos sometidos a la I/R
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La activacion de fosfolipasas también juega un papel importante en los eventos
moleculares que ocurren durante la I/R renal (Weinberg, 1991). Esta activacion,
durante la I/R renal, provoca alteracibn en la composicion y propiedades
funcionales de la bicapa lipidica de membranas plasmaticas y a nivel de
membranas presentes en los organelos membranosos intracelulares
(mitocondrias, etc). Este hecho ha sido estudiado en diferentes 6rganos como
corazoén, intestino, higado y rifidn. (Brenner, 2000). El dafio celular isquémico se
caracteriza por la activacion de diferentes tipos de fosfolipasas (Brenner, 2000).
Por ejemplo, el incremento del diacilgliceriol y del &cido fosfatidico es compatible
con la activacién de las fosfolipasas C y D, mientras que el incremento de los
lisofosfolipidos en el tejido renal después de la isquemia es compatible con la
activacion de la fosfolipasa A; (FLA2). En la actualidad se reporta la actividad de
una isoforma, la FLA, Ca™ independiente, a nivel de los tubulos proximales. Su
activacion juega un papel fundamental en la patogénesis del dafio hipéxico a nivel

del tabulo proximal (Portilla et al., 1994).

Otros agentes mediadores de la I/R, que ocasionan dafio al tejido renal
postisquémico, son los productos avanzados de la glicosilacion de proteinas
(PAG) (Barber et al., 1999). Estos productos son compuestos inestables que
durante la I/R se depositan en las paredes de los vasos sanguineos generando
una lesién que evolutivamente culmina con el dafio endotelial (Thornalley et al.,

1998). Se han demostrado receptores especificos para los productos terminales
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de la glicosilacion avanzada de proteinas, éstos se encuentran localizados en
macréfagos, células mesangiales y células endoteliales, entre otros (Stitt et al.,
2002). Cuando los PAG interactian con sus receptores a nivel celular se disparan
mecanismos secretores de interleucinas pro inflamatorias (TNFa., IL-1, IL-6,
PDGF) y mecanismos productores de ERO, afectando al tejido renal
postisquémico (Stitt et al., 2002). En parrafos anteriores se comenté el papel de
las ERO en los sistemas biolégicos, pero estas también juegan un papel como
mediadores en eventos moleculares que ocasionan dafio celular en la I/R renal
(Hui Chen et al., 2008). En el caso del riidn, el aumento de las ERO por encima
del sistema antioxidante (estrés oxidativo de caracter crénico) representa un punto
de convergencia del mecanismo de dafio renal provocado por I/R y nefropatias
resultantes de muy diversas etiologias (Hahn et al., 1998). Es por ello que se
reporta que la injuria que puede sufrir el rifidn expuesto a isquemia se asocia a un
predominio prooxidante respecto a las defensas antioxidantes (Klahr, 1997). Los
lipidos de las membranas de las células renales, durante la I/R, son el blanco
frecuente del ataque de las ERO y genera su peroxidacion. Esta lipoperoxidacion
compromete la integridad de la membrana basal y también al epitelio de los
tubulos renales y afecta grandemente las funciones de transporte realizada por los

tubulos renales (Gwinner et al., 1998).

Se reporta que del sistema antioxidante enzimatico, las enzimas SOD, CAT y
GSH-Px son las enzimas que representan la mayor defensa contra las ERO
dentro de la célula del tubulo proximal, el cual es el segmento mas sensible al

dafio en la I/R renal (Molitoris et al., 1993).

19



EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO OXIDATIVO CON OZONO EN LA PREVENCION DEL
DANO RENAL AGUDO EN UN MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSION

Durante la injuria oxidativa que se crea durante la I/R renal se ven afectadas
diferentes partes de la nefrona. Por ejemplo, en el glomérulo las ERO son capaces
de alterar la estructura glomerular, debido a su efecto sobre las células del
mesangio y células endoteliales (Klahr et al., 1997). El glomérulo es considerado
una estructura sensible al dafio por ERO. Se reporta que la administracion de alfa
tocoferol brinda un efecto protector a nivel glomerular, en un modelo de ratas

nefrectomizadas (Hahn et al., 1998).

El estrés oxidativo tiene un papel importante en el deterioro renal inducido por
hiperlipoproteinemia, debido a la acumulacion en el glomérulo de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) oxidadas, llevando a la disfuncidon endotelial a nivel de los
capilares glomerulares, con deterioro de la funcién glomerular (Lee et al., 1998).
Se ha estudiado que la oxidacion de las LDL por las células del mesangio podria
constituir un punto de activacion para la apoptosis en células endoteliales y
mesangiales. Esto lo reflejé6 una investigacion realizada in vitro en células
mesangiales y endoteliales humanas. En este estudio también se comprobd el
efecto protector de los antioxidantes retardando la apoptosis en dichas células
(Galle et al., 1999). Este estudio es importante ya que refleja el papel del uso de

antioxidantes como protectores del endotelio frente a las ERO.

Sharma en el afio 2000, mostré que las ERO inducian la produccion de citocinas

en las células glomerulares, comprobado a través de la produccién del factor
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transformador del crecimiento beta (TGF-R), el cual medi6 el incremento de la

permeabilidad de la barrera glomerular a la albimina. (Sharma et al., 2000).

Moreno y colaboradores mostraron la participacion del radical O, en la apoptosis
de las células glomerulares inducida por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF -

a). (Moreno et al., 2000).

De lo comentado anteriormente se extrae claramente que las ERO estan
involucradas en la fisiopatologia de las lesiones glomerulares de -caracter
inflamatorio como el producido por la I/R. Por otra parte se ha visto que las células

mesangiales pueden ser activadas por el radical O;" (Sandau et al., 1997).

Durante la I/R las células de los tubulos renales, al igual que los glomérulos, se
hacen sensibles al ataque de las ERO. Se reporta que un ambiente oxidativo a
nivel de los tubulos renales es capaz de activar a la hemooxigenasa, enzima que
cataliza la degradacion del grupo hemo de la hemoglobina y mioglobina
(Barrouillet et al., 1999). Como producto de esta reaccion se libera hierro, el cual

puede acelerar la formacion de radicales HO" y lesionar el epitelio tubular.

Este efecto citotdéxico es atenuado por la administracion de depuradores de

radicales HO® (Agarwal etal., 2001).

Se reporta que la inhibicion del factor transcripcional NF-k3, mediada por el uso de
guercetina, se asocid a una disminucion a nivel transcripcional de interleucinas
proinflamatorias (IL-1, TNFa) en las células del tubulo proximal. Este mismo efecto

se reporto con la administracion de antioxidantes que inhibieron la respuesta via
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NF-k en el epitelio tubular, comprobandose una vez mas la activacion de factores
transcripcionales para la sintesis de citocinas proinflamatorias inducida por ERO a

nivel tubular (Ou et al., 1999).

Otro aspecto importante en la cascada de eventos moleculares en la I/R renal es
la activacion de las moléculas de adhesion intercelular provocada por las
interleucinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa) (Brady, 1994). Se reportan que
las interleucinas proinflamatorias inducen la expresién de moléculas de adhesién
intercelular (ICAM-1) (Brady, 1994). Durante la I/R se produce un aumento de las
ICAM, las cuales facilitan la unién de monocitos a células endoteliales provocando
obliteracién de capilares, potenciandose este efecto en tejido renal postisquémico
(Brady, 1994). Se ha referido, que en la I/R las citocinas proinfimatorias activan al
NF-kB promoviendo el aumento del ARN mensajero para la sintesis de la ICAM-1,
aumentandose su expresion en tejido renal postisquémico con el consecuente
dafio endotelial (Brady, 1994). Se han utilizado inhibidores de las ICAM-I
(anticuerpos monoclonales contra 3 2 integrina e ICAM-1), con buenos resultados

en 6rganos sometidos a I/R. (Brady, 1994)

Es de destacar que existe una relacion estrecha entre la produccién de ERO
durante la I/R y la disfuncion endotelial (Boventre-Weinberg, 2003). En
investigaciones recientes se reporta que el incremento de ERO se asocia con la
proliferacion de células musculares lisas del endotelio vascular, lo cual provoca el

desarrollo de la hipertension, en modelos experimentales y también se ha
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corroborado este hallazgo en estudios con humanos (Castillo et al., 2003; Berry

et al., 2000).

Las ERO ejercen importantes efectos en la regulaciéon de las funciones vasculares

(Berry et al., 2000).

El ON' tiene una vida media corta e interactia eficientemente con los grupos
sulfhidrilos de proteinas y con las ERO. El incremento vascular del radical O~
provoca la reduccion en la biodisponibilidad del ON* e impide la relajacion del

endotelio (Evelson et al., 2001).

Se reporta el papel de la angiotensina Il (Ang Il) en la I/R renal (Hannken et al.,
1998). La Ang Il media la activacion de la nicotin adenin disfosfato oxidasa
(NADPH oxidasa) unida a membrana. Esto provoca la generacion de altos niveles
de O;", provocando una peroxidacion lipidica a nivel de las células del epitelio

tubular (Kinter, 1999).

1.3. Las Especies Reactivas de Oxigeno en los sistemas bioldgicos.

Los primeros organismos que aparecieron en la tierra eran anaerdbicos, ya que
vivian en una atmdsfera que contenia poco oxigeno. Estos organismos
sobrevivieron hasta nuestros dias, pero su crecimiento es inhibido y con
frecuencia pueden ser eliminados con exposiciones a un 21 % de O,, 0 sea a un
nivel atmosférico normal. Mientras el contenido de O, de la atmodsfera se

incrementd, debido a la evolucion de los organismos con capacidad fotosintética

23



EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO OXIDATIVO CON OZONO EN LA PREVENCION DEL
DANO RENAL AGUDO EN UN MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSION

de provocar ruptura del agua, probablemente muchos de estos organismos

anaerdébicos primitivos murieron.

Con el proceso evolutivo aparecieron otros organismos los cuales comenzaron a
desarrollar sistemas de defensas antioxidantes para protegerse de la toxicidad del
oxigeno. Esto constituyd un gran salto evolutivo, ya que estos organismos que
soportaban la presencia del oxigeno podian utilizarlo para transformaciones
metabdlicas (involucrando enzimas como las oxidasas y oxigenasas) y para la
produccion eficiente de energia. A altas concentraciones, los efectos dafiinos del
oxigeno en los organismos aerobios varian considerablemente de acuerdo al
organismo estudiado, la edad, el estado fisiol6gico y la dieta, siendo afectados
diferentes tejidos en disimiles formas. En 1954, ciertos autores propusieron que
los efectos dafiinos del O, podrian ser atribuidos a la formacion de radicales del

propio O.. (Gerschman et al., 1954

Un hallazgo trascendental fue el descubrimiento por McCord y Fridovich de la
enzima superoéxido dismutasa (SOD) en el afio 1969, en un estudio en células
eritrocitarias (McCord et al., 1969). A partir de esta fecha las ERO comenzaron a
ser investigadas desde una perspectiva biologica. Ya a partir de las décadas del
70 y el 80 del siglo XX, bioquimicos y bi6logos dedicados a la radiacion se
sintieron atraidos por el papel de las ERO como generadores de dafio irreversible

o modificadores de la estructura de moléculas bioldgicas.

Sin embargo en la década de los 90, las ERO fueron reconocidas por diferentes

investigadores como mediadores claves en los procesos fisiolégicos de
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sefializacion celular. (Halliwell-Cross, 1994). Esto hecho conllevé a la realizacion
de varias investigaciones relacionadas con la asociacion de las ERO con los

procesos fisiolégicos. (Yoshikawa et al., 2000).

Las diferentes vias relacionadas con la generacion de ERO aparecen reflejadas en

Anexol.

Los sistemas antioxidantes enddgenos se fueron desarrollando simultaneamente
con la evolucién de los organismos aerobios (Martinez et al., 2004). De esta forma
se establecieron diferentes interacciones entre ambos sistemas: generadores y
secuestradores de ERO, dirigidos a garantizar un equilibrio o estado redox celular
basal, indispensable para el mantenimiento de la vida. En el Anexo 2 se muestran
las interacciones mas importantes entre ambos sistemas y como la pérdida de

este equilibrio repercute negativamente sobre diferentes biomoléculas esenciales.

1.4. Mecanismos protectores contra el dafio por I/IR renal.

1.4.1. El precondicionamiento isquémico.

Actualmente el descubrimiento de los mecanismos que caracterizan al conocido
precondicionamiento isquémico, como terapia protectora celular endégena contra
la I/R, ha constituido un peldafio superior en el conocimiento de nuevas vias
naturales que pueden ayudar a las células a hacerse mas resistentes ante el dafio
causado por la I/R (Yellon et al., 2000). Este precondicionamiento consiste en

incrementar la resistencia al tejido contra la I/R. Este efecto se logra por la pre-
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exposiciébn a uno o mas periodos breves de hipoxia seguidos por reoxigenacion

(Yellon et al., 2000).

El precondicionamiento isquémico fue descrito por primera vez por Murry en el
miocardio (Murry et al., 1986), aunque en la actualidad se ha observado en otros
tejidos (Yellon et al., 2000). En la literatura se plantea que este mecanismo de
precondicionamiento se puede lograr en dos fases: la primera es la fase temprana
(precondicionamiento temprano) que ocurre inmediatamente después de la hipoxia
temporal y tiene una duracion de dos a tres horas, este precondicionamiento
temprano involucra la modulacién directa de funciones celulares especificas
(Cohen et al., 2000) y la fase tardia (precondicionamiento tardio), la cual comienza
entre 12 y 24 h a partir de la isquemia transitoria y tiene una duracién de
aproximadamente cuatro dias, esta involucra la activacion de multiples genes de
respuesta al estrés, asi como la sintesis de algunas proteinas (Bolli et al., 2000;

Cohen, 2000;Yellon, 2000).

Se reporta que en experimentos a nivel del corazon sometido a I/R se ha
encontrado la generacion de metabolitos como adenosina, ON°, bradiquinina,
noradrenalina, los cuales han sido capaces de disparar el precondicionamiento
isquémico (Schulz et al., 2001; Mubagwa et al., 2001). El estudio de este tipo de
precondicionamiento indica que el mismo brinda a la célula un estado adaptativo
contra condiciones que generen estrés subletales (Carini et al., 2003). Sin
embargo, este precondicionamiento isquémico tiene sus limitantes, ya que es un

proceder quirurgico, siendo invasivo, tiene una extension de solo 4 dias, no se
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tiene el total conocimiento de que el 6rgano sometido a breves periodo de
isquemia soporte mejor la misma o incremente adecuadamente la respuesta

citoprotectora contra el dafio por I/R.

1.4.2. El precondicionamiento renal farmacolégico.

Al rifidn, al igual que otros érganos sometidos al fenomeno de I/R, se le ha tratado
de proteger contra el dafio isquémico a través de diferentes métodos. A. Torres y
colaboradores, demostraron los efectos nefroprotectores de la prostaglandina E;
(PGE1) contra la I/R renal. En este trabajo experimental se suministr6 PGE; a
riniones de ratas que fueron sometidos a diferentes tiempos de isquemia (15 a 60
min) y diferentes tiempos de reperfusion (24 h a 7 d). La PGE;, es un eicosanoide
gue proviene del acido araquidoénico, el cual se une a su receptor provocando un
cambio del AMPc en la célula diana. Este efecto disminuye la liberacion de
enzimas lisosomales, reduce el calcio citosélico al inhibir la fosfolipasa C y sus
metabolitos, inhibe la agregacion plaquetaria y la infiltracion de neutrofilos. Debido
a estos efectos, estos autores mostraron que el precondicionamiento con PGE;
reduce el dafio renal asi como la necrosis tubular aguda (NTA) provocada por I/R
(Torres et al., 2001). Sin embargo, este precondicionamiento farmacolégico tiene
sus desventajas. Por ejemplo, su aplicacion es intraarterial por lo que es invasiva,
la obtencion del compuesto es costosa ya que se requiere de un oligdbmero de
glucosa para estabilizar a la PGE;, ademas, se reporta que el efecto protector de

la PGE:frente a la I/R se pierde a los 30 min de reperfusion (Torres et al., 2001).
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Por otra parte investigadores como Lled6 Garcia y Rodriguez Martinez, reportaron
el efecto beneficioso del sidenafilo contra la I/R renal. Estos autores administraron
el farmaco una hora antes del trasplante renal (en cerdos) y los tiempos de
isquemia a los cuales fueron sometidos los rifiones fueron de 45 y 60 min,
respectivamente. Sildenafilo puede intensificar la accion del GMP ciclico (GMPc),
aumentar indirectamente la produccién de ON’ y atenuar la disfuncidon endotelial.
El mecanismo de accién de este farmaco implica la inhibicibn de la enzima
fosfodiesterasa tipo 5 (PDEDS), lo que resultaria en un aumento de la concentraciéon
de GMPc y en la relajacion del musculo liso. Estos efectos permitieron a este
farmaco ser beneficioso en la proteccién de rifilones sometidos a I/R, preservando
los niveles de Oxido nitrico y mejorando las pruebas de funcién renal, pero
actualmente tiene limitaciones en su uso. Se reporta que este farmaco protege
hasta 45 min de isquemia, ademas, su efecto protector ha sido estudiado en solo
60 min de repercusion. En la practica clinica se conoce que los tiempos de
isquemia y de reperfusion en varias ocasiones son superiores. Por otra parte, este
farmaco carece de estudios sobre su posible efecto en rifilones con isquemia

normotérmica y posterior implante (Lled6 et al., 2008).

Barber y colaboradores, reportaron por primera vez el PreOzo en rifiones
sometidos a 30 min de isquemia y 3 h de reperfusion. En dicho estudio se observé
gue el ozono administrado por via rectal, previno al dafio isquémico y fue capaz de

mantener el flujo sanguineo renal y la intensidad de filtracién glomerular a valores
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de rifiones sanos. Se demostré el efecto del PreOzo sobre niveles titulares de
PAG (fructosamina) en rifiones postisquémicos y se evidencié que fue capaz de
reducir la actividad de la enzima FLA; en el propio tejido renal lesionado. También
se observé el incremento de la actividad de la SOD en el tejido renal
precondicionado con ozono. Con este primer trabajo, estos autores mostraron el
papel beneficioso del PreOzo en la preservacion de la funcién y estructura renal
en rifiones sometidos a I/R, pero este trabajo presentd sus limitantes. En primer
lugar el tiempo de isquemia renal fue de solo 30 min, en segundo lugar se aplicé
un solo nivel de dosis y en tercer lugar no se estudio el papel del PreOzo sobre

otras variables del estrés oxidativo (Barber et al., 1999).

Hui Chen y colaboradores, mostraron algunos de los mecanismos asociados a
los efectos de la ozonoterapia en la prevencion del dafio renal durante el
fendmeno de I/R. El PreOzo fue capaz de inhibir la inflamacion y la apoptosis en
rifones de ratas sometidos a isquemia de 45 min y 24 h de reperfusion. En este
trabajo se reflej6 el efecto del PreOzo sobre marcadores de la inflamacion y la
apoptosis, mediado dicho efecto por la inhibicién de la actividad de la caspasa,
asi como por la reduccion de la peroxidacion lipidica. Ademas, se reportd el
efecto del PreOzo en la reduccién de los niveles del RNA mensajero para las
interleucinas proinflamatorias (TNFa e IL-1). Este efecto fue logrado a una dosis
de ozono de 1 mg/kg, durante 10 sesiones, aplicado por la via rectal antes del
dafio isquémico (Hui Chen et al., 2008). Este trabajo esclarecié muchas de las
vias del PreOzo en la proteccién frente a la I/R renal, aunque el tiempo de

isquemia fue de solo 45 min y se utilizé un solo nivel de dosis de PreOzo, con 15
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sesiones de tratamiento con ozono previo al dafio.

Existen otros trabajos que reportan acerca del PreOzo en el dafo renal agudo.
Borrego y colaboradores, mostraron en un modelo de nefrotoxicidad renal aguda
mediada por cisplatino, que el PreOzo fue capaz de proteger al tejido renal
contra el dafio oxidativo que causa este farmaco sobre los rifiones (Borrego et

al., 2004).

1.5. Estrategias empleadas en el manejo de la Insuficiencia Renal Aguda

causada por IIR renal. Ventajas y desventajas frente al PreOzo.

En el orden clinico y preclinico los fendmenos de I/R renal son los protagonicos
del fallo renal agudo, asi que las estrategias empleadas para el manejo de la
insuficiencia renal aguda (IRA) van encaminadas fundamentalmente a disminuir,
por diferentes vias, los eventos moleculares que ocurren durante la I/R.
Actualmente se han empleado diferentes farmacos, pero estos poseen
limitaciones en su uso, como se ha sefialado en parrafos anteriores. (Tabla del

Anexo 5).

El manitol, diurético que se ha empleado como tratamiento profilactico de la
insuficiencia renal aguda, en el trasplante renal y en la rabdomiolisis masiva, su
ventaja frente al PreOzo es que se ha reportado que su empleo disminuye la
aparicion de la NTA en humanos (Nakhoul et al., 1995). En cuanto a sus
deventajas, se conoce que el uso del manitol incrementa el consumo de oxigeno

a nivel tubular renal en la IRA, no modifica la I.F.G, por lo que esta en contra de
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los mecanismos de preservacion renal. Por otro lado, se conoce que a dosis
elevadas puede causar vasoconstriccion y fallo renal agudo con vacuolizacion de
las células tubulares (nefrosis osmotica). Recientemente, se ha informado que la
IRA puede ser provocada por el manitol cuando se utiliza asociado a inhibidores

de la enzima convertasa (Nakhoul et al., 1995).

Otro farmaco perteneciente a los diuréticos empleados en el fallo renal agudo es la
furosemida. En un principio se informé sobre el efecto beneficioso logrado por la
utilizacién de la furosemida a dosis altas en el tratamiento del fallo renal agudo
experimental, asi como a nivel clinico. Respecto a las ventajas frente al PreOzo,
se piensa que no posea nhinguna, sin embargo, se estudié que este farmaco no
tenia ningun efecto sobre los niveles de retencion nitrogenada, ni modifica la tasa
de mortalidad cuando la IRA se ha establecido, ademéas el sobre uso de este
farmaco incrementa el riesgo de la hipoperfusion renal y la hipovolemia (Solomon

etal., 1994).

Se han empleado agentes vasoactivos como la dopamina, la cual es un agente
vasopresor muy utilizado para mejorar la presion arterial en pacientes bajo estado
de shock. La ventaja de su utilizacion frente al PreOzo es que se emplea en la
fase oligurica del paciente con IRA en estadios avanzados. Si presenta
desventajas frente al PreOzo; pues su uso promueve la aparicion de arritmias e
incrementa el consumo de O, por el miocardio. En la actualidad no se reportan
estudios del empleo de la dopamina como proceder terapeutico preventivo contra

la IRA por I/R (Myles etal., 1993 ).
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Se han empleado también farmacos bloqueadores del Ca™ (BCC). En el rifién, el
aumento del Ca™ citosélico en las células musculares lisas y mesangiales altera
la funcién renal y produce vasoconstriccion arteriolar, provocando a nivel del
glomérulo una disminucion del coeficiente de filtracién (kf), resultando en una
caida de la I.LF.G. Se reporta en muchos trabajos, la eficacia de las sustancias
bloqueadoras de canales de Ca*™ en preservar el flujo sanguineo renal (F.S.R) en
los estados preisquémicos y en atenuar la vasoconstriccién de la arteriola aferente
inducida por agentes vasoconstrictores potentes, como la ET-1, la norepinefrina, la
All y los agentes de radio contraste. Se piensa que su ventaja frente al PreOzo es
gue se han utilizado los BCC en pacientes con nefropatias diabética e hipertensiva
gue desarrollan IRA. Sin embargo, cuando los BCC son administrados en periodos
postisquémicos sus efectos son menos efectivos, ademas son farmacos costosos
y no existen experiencias preclinicas ni clinicas de su uso en la prevencién de la

IRA por I/R (Ladefoget et al., 1994).

Otra sustancia empleada en el fallo renal agudo de causa isquémica es el péptido
natriurético atrial (PNA). Existen estudios que reportan que el PNA disminuye la
severidad del dafio renal en rifiones isquémicos y acelera la recuperacion en el
tejido renal sometido a I/R. Su ventaja frente al PreOzo es que su efectividad ha
sido mostrada antes, durante y después de la injuria renal aguda. En cuanto a la
desventaja de este farmaco frente al PreOzo es que puede presentar como

efectos adversos la hiponatriemia y la hipotension (Pollock et al., 1992).
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Se reporta el uso de factores de crecimiento para preservar al tejido renal durante
la I/R. Se han utilizado estos factores de creciminetos en modelos de IRA via I/R,
comprobandose los efectos de algunos factores de crecimientos en la
recuperacion del tejido renal postisquémico. Se ha estudiado que el uso de factor
de crecimiento alfa transformante (TGFg) en la etapa temprana postisquémica
acelera la recuperacion del tubulo renal. Este factor de crecimiento tiene sus
limitantes, ya que en el dafio renal crénico se relaciona con el desarrollo de la
glomeruloesclerosis. Ademas, en la clinica estos factores de crecimientos no se
han utilizado; otra desventaja es que su aplicacién, para atenuar el dafio renal
isquémico, es por via parenteral y que también el uso de estos factores es

altamente costoso (Miller et al., 1992).

Otra sustancia empleada como estrategia contra el dafio oxidativo durante la I/R
es la n-acetil cisteina, ya que actia como un vasodilatador aumentando y
prolongando la formacion del 6xido nitrico y reduce la formacion de radicales
libres. Sin embargo, carece de estudios que demuestren sus efectos
nefroprotectores en la prevencion del insulto renal en la I/R (Doberenz et al.,

2005).

Otra estrategia que se reporta contra la I/R es la terapia de genes desarrollada
hasta ahora a nivel experimental. Todavia este tipo de terapia requiere mas
estudio para que pueda llegar a su total aplicacion en la practica médica

(Selzneret et al., 2003).
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1.6. Ozonoterapia como herramienta terapéutica. Generalidades.

El ozono es una de las dos formas alotrépicas del oxigeno, compuesto por tres
atomos del mismo. El ozono a elevadas concentraciones toma un color azul y
tiene la caracteristica de tener un olor peculiar. Los atomos de oxigeno que
componen la molécula de ozono se enlazan entre si formando un angulo de 116°
49" + 35’ con una distancia de enlace (0,128 £ 0,003 nm) intermedia entre el
correspondiente a un simple enlace O-O (0,149 nm) y a un doble enlace 0O=0
(0,221 nm), lo que le proporciona un marcado caracter de doble enlace (80 %).

(Viebahn, 1994; Bocci, 1994):

0\.0,128 nm
/\)'\O

O ,
116° 49

La molécula de ozono es inestable, se descompone espontdneamente en oxigeno
con una constante de velocidad del orden de 10“s™ y ocurre con desprendimiento
de energia. La historia relata que alrededor de 1785 el fisico aleman Van Marum
(1750-1837) se percatd del peculiar olor que se generaba en zonas cercanas a
maquinas que funcionaban con electricidad. Sin embargo, fue Christian Friedrich
Schonbein (1799-1868) quien en 1840 descubrio al ozono y le dio el nombre que
hoy posee. Ozono es una palabra que viene del griego "ozein" que significa

oloroso (Bocci, 1994).
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El primer equipo generador de ozono fue desarrollado por el ingeniero e inventor
Werner Von Siemens en el afio 1857. Con este primer equipo generador de
ozono, el investigador Kleinman, realiz6 los primeros ensayos bacterioldégicos
sobre gérmenes patdgenos y la primera insuflacion de este gas, estudiando
ademas, la influencia del ozono sobre las mucosas de humanos y animales

(Viebahn, 1994; Bocci, 1994).

En 1872, Sir Benjamin Collins Brodie (1817-1880) dio a conocer la naturaleza
guimica del ozono y posteriomente, en 1873, Fox descubrid la capacidad de
eliminacién de los microorganismos por este agente quimico. Muchas décadas de
silencio pasaron desde su descubrimiento hasta que durante la Primera Guerra
Mundial, el ozono fue utilizado por primera vez por Albert Wolf, con fines
terapéuticos, para la curacion de heridas y fistulas. Wolf también empleo el ozono
atendiendo a sus propiedades desodorantes durante el examen a pacientes con
cancer rectal y ginecolégico (Horvath y col.; 1985). Posteriormente, la no
disponibilidad de materiales adecuados para las aplicaciones del gas, el
descubrimiento de nuevas drogas antibioticas (sulfonamidas y penicilinas) y cierto
escepticismo que siempre ha estado asociado a las aplicaciones del ozono en el
campo de la medicina, repercutieron de forma negativa en el desarrollo y
aplicacion de este proceder. A finales de la década del 50 con la introduccion de

los materiales plasticos y el disefio del primer ozonizador con fines terapéuticos,
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por el Dr. Joachim Hansler en Alemania, se abrieron nuevos caminos para la

aplicacion y extension de la ozonoterapia (Viebahn, 1994).

La ozonoterapia se ha extendido a paises como Austria, Suiza, Francia, Japon,
Estados Unidos, ltalia, Espafia, Rusia, México, India, Egipto y otros. Actualmente
existen sociedades nacionales de ozonoterapia en muchos paises que
permanecen afiliadas a la Asociacion Internacional del Ozono. A pesar de esto, la
ozonoterapia contindia provocando controversia y dudas, motivadas por el hecho
de que el ozono es uno de los peores contaminantes ambientales y el tercer
oxidante mas poderoso que se puede encontrar en la naturaleza. Hay suficiente
investigacion sobre las bases biologicas de la ozonoterapia que ha permitido la
utilizacion en gran niumero de paises y se sigue ampliando cada vez mas. Aunque
sabemos que todo lo referente a los mecanismos bioldgicos de la ozonoterapia no
esta del todo estudiado, esto es un verdadero reto para las investigaciones de hoy,
por lo que resulta importante continuar investigando y profundizando en los
conocimientos para dilucidar los aspectos que aun quedan referentes a los efectos

beneficiosos de la ozonoterapia.

1.6.1. Mecanismos biolégicos asociados a la eficacia de la Ozonoterapia.

La solubilidad del ozono en agua es 10 veces mayor que la del oxigeno (Viebahn,
1994). Cuando el ozono se disuelve en el plasma se descompone rapidamente al
reaccionar con las biomoléculas, originando especies reactivas del oxigeno (ERO),
entre las que se encuentran los aldehidos (4 hidroxialquenal), peréxido de

hidrogeno, ozénidos e hidroxihidroperoxidos, entre otros, las cuales son altamente
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inestables. Esta cascada de ERO, generada por la reaccién del ozono con las
biomoléculas, originan efectos sobre las células y su metabolismo (Giamalva et al.,
1985; Berté et al., 1990; Cross et al., 1992; O'Neill et al., 1993; Pryor, 1994;
Viebahn, 1994). Se reporta que los mecanismos de accion de este agente estan
relacionados con la generacion de productos secundarios (Gabrielson et al.,
1994), a partir de una interaccion selectiva con los dobles enlaces carbono-
carbono (C=C) de los compuestos organicos presentes en el plasma y membranas

celulares.

El gran poder oxidante del ozono le permite reaccionar con casi todas las
biomoléculas. Dentro de los constituyentes organicos que mas reaccionan con el
0zono se encuentran los acidos grasos polinsaturados (AGPI) presentes en los
fosfolipidos y triacilglicéridos, las vitaminas antioxidantes (alfa tocoferol y el
ascorbato), los grupos sulfhidrilo, los enlaces bisulfuro, los aminoacidos de las
proteinas. El compuesto con mayor velocidad de reaccion con el ozono es la
cisteina, seguida por los acidos grasos poliinsaturados, la metionina, el triptéfano,
la tirosina, el acido 3-hexanoico y la histidina. Los nucleétidos aunque en menor
grado con respecto a los compuestos anteriormente mencionados, también

pueden reaccionar con el ozono (Gabrielson et al., 1994; Pryor et al., 1994).

Los acidos grasos insaturados se encuentran en un porcentaje elevado en los
fluidos y estructuras celulares del organismo. La reaccién del ozono con ellos
genera peroxidos organicos, ozonidos y aldehidos como el 4 hidroxialquenal

(Pryor, 1994), los cuales en cantidades adecuadas y controladas ejercen
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diferentes acciones bioldgicas, que le confieren al ozono una serie de
propiedades terapéuticas (Lettieri et al., 1991; Luongo et al., 1991; Carpendale et
al., 1993, 1993a; Romero et al., 1993, 1993a; Bocci, 1994, 1994a; Viebahn, 1994;

Basabe et al., 1995; Menéndez et al., 1995).

Se reporta que la accion del ozono sobre las células sanguineas va mas alla de su
reaccion con componentes de la membrana; sino que también la ozonoterapia es
capaz de activar el metabolismo del eritrocito, haciéndolo mas flexible. También
actia sobre monocitos y linfocitos, provocando en ellos una activacion, la cual
hace que estas células comiencen a liberar sustancias bioactivas tales como:
citocinas (McKinney et al., 1998), factores de crecimiento, compuestos como el
ATP y posiblemente eicosanoides (Bocci, 1994a). En este proceso se involucran

varios mecanismos celulares (Bocci, 2002).

Entre las propiedades mas relevantes del ozono tenemos su poder germicida,
su efecto beneficioso sobre la circulacion sanguinea y su efecto sobre la
hemorreologia de los eritrocitos. Respecto a su poder germicida, al reaccionar
el ozono con los acidos grasos insaturados de la capa fosfolipidica de la
membrana de los eritrocitos da lugar a una serie de peroxidos de cadena corta
y de caracter hidrofilico. La célula infectada produce como funcion defensiva
peréxido de hidrogeno, de forma tal que no soportaria mas peroxidos formados
y se destruiria, o los nuevos peréxidos formados introducen un efecto sinérgico
destruyendo a los microorganismos que han penetrado en la célula. Se ha

demostrado que cuando se expone la sangre humana a dosis terapéuticas de
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O3 (10 a 80 pg/mL) se activan vias metabdlicas que favorecen la formacion del
2,3 disfosfoglicerato (2.3 DPG), el cual favorece la liberacion de oxigeno a los

tejidos y mejora la reologia de los eritrocitos (Hernandez, 1993).

El efecto sobre la hemorreologia de los eritrocitos se obtiene con una infusién
intravascular a concentraciones pequefias. En estas condiciones la ozonoterapia
actua sobre el eritrocito haciéndolo mas elastico, de manera que se deforma mas
facilmente, lo cual le permite oxigenar mejor el tejido (Bocci, 1994a). En este
sentido se reporta que los compuestos formados por la reaccién de la
ozonoterapia con las biomoléculas, en el eritrocito, potencia la actividad
antioxidante. Esto tiene un efecto positivo en el aumento en el consumo de
glucosa por dicha célula, por lo que trae como consecuencia un incremento en la
via glicolitica, paralelo al incremento de la actividad de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (G6PDH). Todo ello trae como resultado un mayor aporte de
NADPH, por lo que mejora el metabolismo eritrocitario y se incrementa los niveles
de ATP, favoreciendo el funcionamiento de ATPasas, como la ATPasa Na/K. Al
mejorar el funcionamiento de esta bomba, permite un mejor mantenimiento del
potencial de membrana en reposo (PMR), confiriéndole al eritrocito una mejor

flexibilidad y una mayor calidad (Bocci, 2002).

De igual forma se han evidenciado sus acciones como inductor de monaocitos y
linfocitos T, provocando la liberacion de Interferdn (INF), Interleucinas (ILS), Factor

de Necrosis Tumoral (TNFa) y Factor Estimulante de Colonias (FES),
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comprobandose la presencia de estos mediadores en circulacion sistémica (Bocci,

2002).

Se ha demostrado que la eficacia de la ozonoterapia esta mediada, por la
capacidad del ozono de estimular los sistemas antioxidantes enddgenos. Este
mecanismo fue denominado Precondicionamiento Oxidativo por Ozono (PreQzo),
(Ledn et al., 1998; Zamora et al., 2005) y se fundamenta en las propiedades
oxidantes del ozono el cual, al ser administrado a dosis y nimero de tratamientos
controlados, origina un estrés oxidativo transitorio y controlado que estimula estos
sistemas antioxidantes. Este mecanismo fue invocado en analogia al reconocido
mecanismo de Precondicionamiento Isquémico enunciado por el investigador
Murry en el afio 1986 (Murry et al., 1986), el que refiere que la aplicacion de cortos
periodos de I/R protegen el miocardio contra una I/R sostenida, como aquellas que
se originan en entidades nosoldgicas como el infarto del miocardio y en los
trasplantes de 6rganos. La veracidad de este mecanismo cardioprotector ha sido
demostrada en estudios experimentales y en la practica clinica (Frank et al.,

1993; Cochrane, 1999).

Otras investigaciones han revelado la eficacia del PreOzo en modelos
experimentales donde se reproducen enfermedades en las cuales el deterioro de
organos es inducido por la alta generacion de ERO no controladas (Barber et al.,

1999; Al-Dalain et al., 2001; Candelario-Jalil et al.,  2001).
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En la actualidad existen diferentes estrategias contra la I/R, pero muchas de estas
estan en estudio o en fase de ensayos clinico, por lo que su uso es limitado en el
orden médico practico. Por tanto persiste la necesidad de buscar herramientas
terapéuticas capaces de preservar al rifidn sin efectos colaterales durante la I/R

presente en varias situaciones clinicas.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Materiales.

2.1.1. Reactivos.

Los reactivos empleados para la determinacion de creatinina fueron: el tunsgtato
de sodio 10%, el acido sulftrico al 0.2 N, el reactivo desproteinizador de acido
tingstico y la solucion estandar de creatinina, todos ellos se obtuvieron de los
laboratorios Sigma (St. Louis, MO). Para la determinacion del &cido para-amino-
hipdrico (PAH) vy la inulina se emplearon la solucion de acido clorhidrico (HCI 1.2
N), la solucién de nitrato de sodio (NO:Na 100 mg/L), la solucién de sulfamato de
amonio a una concentracion de 500 mg/L, la solucion de diclorhidrato N (1-naftil)
etilendiamino a una concentracion de 100 mg/L, la solucién estdndar de PAH a
una concentracion de 1 mg/ml de una muestra secada de acido —p-amino hipurico
(la sal sddica es higroscopica) y la solucién de sulfato de cadmio, todos también
de los laboratorios Sigma (St. Louis, MO). Otros juegos de reactivos procedieron
de la Boehringer-Mannhein. El resto de los reactivos utilizados eran de calidad

para analisis de los laboratorios Merck (Alemania) o BDH (U.K).
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2.2 Métodos.

2.2.1. Administracion del Ozono.

El ozono se administré por via rectal y fue generado por un equipo OZOMED,
fabricado en el Centro de Investigaciones del Ozono, ubicado en Ciudad de la
Habana. El ozono se obtuvo a partir del oxigeno medicinal utilizandose
inmediatamente después de ser generado; este constituy6 alrededor del 3 % de la
mezcla gaseosa ozono-oxigeno (O + Os). La concentracion de ozono se
determind a través de un espectrofotdmetro, a 254 nm (exactitud 0,002 a 1 D.O,

repetibilidad 0,001 D.O y calibrado con un estandar interno).

La dosis de ozono se determind multiplicando la concentracibn de ozono
expresada en miligramos por litro (mg/L) por el volumen de la mezcla gaseosa O
+ O3 A partir del peso de los animales, se calcul6 la dosis de ozono en mg/kg
segun estudios anteriormente publicados (Barber et al., 1999; Leo6n et al., 1998;
Peralta et al., 2000). En nuestro estudio, la dosis de ozono empleada en los
diferentes grupos, se seleccioné sobre la base de la dosis utilizada en la practica

clinica y preclinica.
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2.2.1a) Criterios de Seleccion de los niveles de dosis y esquema de

Precondicionamiento con Ozono.

En este estudio se utilizaron tres niveles de dosis (0.3, 0.5 y 1.1mg/kg). En la
literatura a nivel preclinico se han utilizado dosis de 1.1mg/kg (Ajamieh et al.,
2005) de precondicionamiento con ozono frente al dafio hepatico por I/R
obteniéndose buenos resultados en la proteccion del higado a esta dosis y con un
esquema de 15 sesiones por via rectal previo al dafio isquémico; en cuanto al
riion se ha empleado una dosis de 0.5mg/kg de precondicionamiento por via
rectal frente a isquemia de 30 minutos seguida de 3 horas de reperfusion (Barber
et al., 1999) durante 15 sesiones; en el afio 2008 en una investigacion, se sometio
a un tiempo de isquemia renal de 45 minutos con 24 horas de reperfusion
empledndose una dosis de precondicionamiento con ozono por via rectal de
1mg/kg durante 15 sesiones previo al dafio isquémico (Hui Chen et al ., 2008). En
nuestro estudio se empled tres niveles de dosis con el objetivo de conocer si el
efecto nefroprotector del precondicionamiento con ozono en el caso de I/R renal
se mantenia a dosis diferentes de las anteriormente reportadas, y a un tiempo de
isquemia mayor (60 min), ademas en nuestro trabajo se estudié si el efecto
nefroprotector del precondicionamiento con ozono se lograba a un nimero menor
de sesiones (10 sesiones). Por otra parte se reporta en la literatura a nivel
preclinico que las dosis de 0.7mg/kg y 1.1mg/kg en un modelo glomerulonefritis
toxica cronica experimental por Adriamicina (Calunga et al , 2004), incrementaron

el dafio renal, por lo que en nuestro estudio quisimos corroborar si en un modelo
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de dafio renal agudo como lo es la I/R, los niveles de dosis utilizadas, pudieran
tener algun efecto toxico sobre variable funcionales y estructura renal bajo

nuestras condiciones experimentales.

2.2.2. Biomodelos.

Se emplearon Ratas Wistar hembras (n = 124) con un peso entre 220 - 250
gramos (g). Todos los animales procedian del Centro de Experimentacion para
Animales de Laboratorio (CENPALAB), ubicado en la Calzada de Bejucal en La
Habana. Los animales fueron mantenidos 7 dias, antes y durante el desarrollo del
estudio, a una temperatura de 20 £ 2 °C, a una humedad relativa entre 50 - 70 % y
a un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Los animales en todos los
casos tuvieron libre acceso a los alimentos (dieta estdndar CENPALAB) y agua
corriente. En nuestro trabajo, todos los procedimientos fueron realizados segun lo
aprobado por los Comités Internacionales para el cuidado de los animales, de
acuerdo con las regulaciones ya establecidas para la experimentaciéon animal

(ICILAS, 2000).

2.2.3. Procedimiento quirurgico para la I/R renal.
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A cada rata, previamente pesadas, se les anestesié con pentobarbital sédico por
via intraperitoneal a la dosis de 30 mg/kg de peso corporal y se les administré 50

unidades internacionales (Ul) de heparina por la misma via. Posteriormente, se
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realizo la laparotomia por incisién longitudinal en su linea media. Después se
disec6 y se expusieron los paquetes vasculares renales, aislandose ambas
arterias renales en las cuales se colocaran las piezas de compresion y oclusion
(clanes), provocando una isquemia durante 60 min. Luego fueron retirados los
clanes, permitiendo la reperfusion de los rifiones durante 3 h (180 min). Durante
todo el proceso de I/R los animales fueron mantenidos bajo una fuente de luz y
cubiertos con una gasa impregnada de solucién salina, cambiandose este cada 15
minutos. La temperatura corporal del animal se observé mediante el uso de un
termdémetro clinico en la zona rectal, todo este proceder se realizé con el objetivo

de evitar la hipotermia.

2.2.4. Proceder para la realizacion de los Aclaramientos Plasmaéticos.

Todos los animales sin excepcion, pasado el tiempo de reperfusion y previamente
pesados, anestesiados y rasurados, fueron sometidos a una incision inguinal
oblicua en ambos miembros. Se disecé y canulé la vena femoral izquierda por
donde se le administr6 0,8 mL de una solucion de PAH (12 mg/mL) e igual
volumen de una solucién de inulina (2 mg/mL), para alcanzar niveles plasmaticos
adecuados de esas sustancias: Posteriormente, se diseco6 y canuld la arteria del
lado contrario. Con la primera administracion de los bolos se define el tiempo cero
y se comienza a extraer 0,2 mL de sangre cada 10 min hasta completar 10
muestras. En todos los experimentos se incluyé un grupo control negativo, donde

los animales de dicho grupo se les sometieron a anestesia, laparotomia
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(incluyendo el aislamiento de ambas arterias y venas renales), pero sin induccién

de la isquemia.

2.3. Diseios Experimentales.

Los diferentes disefios experimentales estuvieron dirigidos, en primer término, a
confirmar si el PreOzo, era capaz de proteger contra el dafio por I/R renal y en
una segunda etapa, estudiar los eventos asociados a los efectos protectores del

mecanismo de PreOzo, contra el dafio por I/R ya estudiados.

2.3.1. Diseino No.1l. Precondicionamiento oxidativo con ozono en riiones

sanos.

Se utiliz6 para este disefio una muestra de 40 animales. Este estudio fue
desarrollado con el fin de confirmar, bajo nuestras condiciones experimentales, si
el PreOzo a 3 niveles de dosis, no afectaba la funcion renal y la estructura renal.
En este disefio experimental se incluyeron: un control sano sin tratamiento y 3
grupos controles negativos pretratados con ozono por via rectal a tres niveles de
dosis (0,3; 0,5 y 1,1 mg/kg), con el objetivo de valorar el efecto de las dosis
utilizadas sobre las pruebas de funcion renal en animales sanos no sometidos a
I/R renal. Ademas se realiz6 un estudio histolégico a nivel de Microscopia Optica,

con el objetivo de observar las posibles alteraciones estructurales.
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Parametros evaluados en este diseiio:

En este disefio experimental, como prueba de funcién renal se evaluaron los
siguientes parametros: flujo plasmatico renal (aclaramiento plasmatico de PAH),
intensidad de filtracion glomerular (aclaramiento plasmatico de inulina), fracciéon
de filtracién (FF) y niveles plasmaticos de creatinina. Microscopia Optica de
corteza y médula renal para detectar las posibles alteraciones estructurales a nivel

de tejido renal.

2.3.2. Diseiio No 2. Papel del PreOzo sobre la funcién renal, estructura renal
y algunas variables indicadoras de estrés oxidativo en rifiones sometidos a

60 min de isquemia y 180 min de reperfusion.

Se utilizé una muestra de 60 animales. Este estudio fue desarrollado con el fin de
evaluar, bajo nuestras condiciones experimentales, si el PreOzo a 3 niveles de
dosis protegia contra el dafio por I/R renal. Se incluyeron un control negativo
(animales sanos sin tratamiento), un control positivo (I/R), 3 grupos con PreOzo a
3 niveles de dosis (0,3; 0,5y 1,1 mg/kg) vy luego sometidos a la I/R y un grupo
pretratado con oxigeno (O:) a la dosis de 26 mg/kg durante 10 sesiones previo al

dafio isquémico.
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Al culminar las tres horas de reperfusion se extrajo el rifidn izquierdo de cada
animal con el objetivo de caracterizar el estado redox, el riidn derecho se extrajo
para el estudio histoldégico el cual abarcdé el empleo de Microscopia de Alta

Resolucién y un estudio morfométrico.

Parametros evaluados en este diseiio:

Como prueba de funcion renal se evaluaron el flujo plasmético renal (aclaramiento
de PAH), intensidad de filtracion glomerular (aclaramiento de inulina), la fraccion
de filtracion (cociente IFG/FPR) y niveles plasmaticos de creatinina. En cuanto a
los parametros de estrés oxidativo se midieron: sustancia reactiva al acido
tiobarbitirico (SRATB), actividad de la superoxido dismutasa (SOD), niveles
renales de glutation reducido (GSH), actividad de la catalasa (CAT), actividad de la
glutatién peroxidasa (GSH-Px), actividad de la fosfolipasa (FLA.) y niveles renales
de fructosamina. Microscopia Optica de corteza y médula renal para detectar las
posibles alteraciones estructurales a nivel de tejido renal, ademéas se utilizé un
estudio morfométrico con el objetivo de determinar el area y el perimetro de

tubulos proximales asi como la cantidad de nucleos presentes en la luz tubular
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2.3.3. Diseiio No 3. Efecto del PreOzo sobre la expresion de interleucina 6 (IL-
6) en rifiones sometidos a 60 min de isquemia seguidos por 180 min de

reperfusion.

Se utilizé una muestra de 24 animales. Este estudio fue desarrollado con el fin de
evaluar, bajo nuestras condiciones experimentales, si el PreOzo a 2 niveles de
dosis (0,5y 1,1 mg/kg), por via rectal, era capaz de atenuar la expresion a nivel de

tejido renal postisquémico de la interleucina 6 proinflamatoria (IL-6).

Se incluyé un control negativo (animales sanos sin tratamiento), un control

positivo (I/R) y 2 grupos con PreOzo a las dosis de 0,5y 1,1 mg/kg.
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~ -

PreOzo + I/R

v
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Al culminar las tres horas de reperfusion se pas6 a la técnica de reperfusion
cardiovascular y acto seguido ambos rifiones fueron extraidos para la
determinacién de la expresion renal de IL- 6.

Parametros evaluados en este diseiio:

Expresion a nivel del tejido renal de Interleucina 6 (IL-6).

2.4. Determinaciones bioquimicas.

2.4.1. Técnicas para la determinacién en plasma de las concentraciones

de PAH e inulina.

Para las determinaciones de PAH e inulina las muestras de sangre fueron
centrifugadas a 3500 rpm, durante 15 min, separando los elementos figurados
(glébulos rojos, blancos y plaquetas) y decantando el plasma. El plasma fue
sometido a un proceso de desproteinizacion por la técnica del sulfato de cadmio,
obteniéndose los filtrados libres de proteinas, donde se determin6 el PAH y la
inulina. Para la determinacién del PAH se sigui6 la técnica fotocolorimétrica de
Bratton y Marshal (Bratton et al., 1939), modificado por Homer y Smith (Smith et
al., 1945). La inulina se determind por fotocolorimetria usando el método directo

del resorcinol sin tratamiento alcalino (Bratton et al., 1939).
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2.4.2. Técnica para la determinacion en plasma de creatinina.

La concentracion de creatinina en plasma se determind en filtrados libres de

proteinas por el método de tungstato de sodio, utilizando para su valoracién el

método del acido piravico, modificado por Brot y Sirata (Brot, 1948), leyéndose

las soluciones coloreadas en un espectrofotometro de registro visible (UU160

Shimadzu) (Oser, 1965).

2.4.3. Determinaciones bioquimicas de variables indicadoras de estrés

oxidativo a nivel de tejido renal.

Primero se realizo una perfusion a los érganos (rifiones) con solucion salina,
después se enjuagaron con solucién salina isoténica, se secaron con papel de
filtro y después estos rifiones se homogenizaron en tampén KCI 100 mM con
EDTA 0,3 mM (1:10 w/v) a 4° C, utilizando un homogenizador Ultraturrax T-25
Polytron. Este homogenato fue centrifugado a 600 g durante 60 min a 4° C. Se
desechd el precipitado y se guardd el sobrenadante para las determinaciones de

GSH, SRATB, GSH-Pxy SOD.
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Para el ensayo de actividad enzimética de la CAT se utiliz6 un homogenato
preparado en tampoén fosfato 50 mM (pH 7), que contenia tritdbn X-100 al 1 % (1:9

w/v), en las mismas condiciones que se mencionaron anteriormente.

2.4.3.1. Determinacion del GSH.

La concentracion renal de GSH se determiné mediante una version modificada del
método de Beutler (Beutler et al., 1963). Se adiciond 1 ml del sobrenadante del
homogenato a 1 mL de acido metafosforico al 5 %, se mezclaron enérgicamente y
se centrifugaron a 3000 g durante 10 min a temperatura ambiente. Se tomaron
0,5 mL de este sobrenadante, mezclandolos con 2 mL de tampdn fosfato 0,2 M y
0,25 mL de acido 5,5 ditio-bis (2-nitro benzoico) (DTNB) al 0,04 %, disuelto en
tampodn fosfato 0,2 M. Cada muestra se prepardé con su blanco, en el que se
sustituyeron los 0,25 mL de DTNB al 0,04 % por el mismo volumen de agua
destilada. Se prepard un blanco control con tampon fosfato 0,2 M solamente y un
blanco reactivo en el que se sustituyeron los 0,5 mL de la muestra por el mismo
volumen de agua destilada. La densidad éptica de las soluciones se midié a 412
nm en un lapso de tiempo inferior a los 10 min. Para cuantificar la concentracion
de GSH renal se utilizd el coeficiente de extincion molar de 13,6 M*.cm™, que
describe la formacion del anidn tiolato, por la reaccion de los grupos sulfhidrilo del
GSH con el DTNB a 412 nm. La concentracion renal de GSH se expres6é como

nmol/mg de proteinas.
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2.4.4.1. Actividad enzimatica (AE) de la SOD (superoxido dismutasa).

Se utilizé una versién modificada del método de Minami y Yoshikawa (Minami et
al., 1979), que se basa en la generacion de aniones superéxido por autoxidacion
del pirogalol, los cuales forman compuestos de formazan con el azul de
nitrotetrazolio (NBT), midiéndose la inhibicién del desarrollo de color por la
eliminacién de radicales superdxido por la SOD. La mezcla de reaccion se incubd
durante 5 minutos a 37° C antes de afadirsele 0,010 mL de pirogalol 9 mM
(disuelto en acido clorhidrico 10 mM). La mezcla de reaccion se incubd a
continuacion durante 5 minutos a 37° C. La reaccion se detuvo afiadiendo 0,3 mL
de tampon formico 2M (pH 3,5), que contenia triton X-100 al 16 %, midiéndose la

densidad 6ptica a 540 nm.

2.4.4.2. AE de la CAT (catalasa).

La AE de la CAT se determiné de acuerdo al método de Evans y Diplock (Rice et

al., 1991). El sobrenadante se diluyé en el tampén fosfato 50 mM (pH 7) para
obtener una dilucion adecuada de la enzima, correspondiente a una densidad
optica de 0,5 unidades aproximadamente, medida a 240 nm. Una vez ajustada la
densidad Optica se afadieron 2 mL de la dilucion a una cubeta y se mezclaron
suavemente con 1 mL de H.O, 30 mM. Se midi6 la densidad Optica a 240 nm
durante 30 s. La actividad enzimatica de la CAT se expresé como la constante
cinética de primer orden que describe la descomposicion del H,O. a la temperatura

ambiente, por gramo de tejido.
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2.4.4.3. AE de la GSH-Px (Glutatién Peroxidasa).

Se utilizé una version modificada del método de Thonson (Faraji et al., 1987), en
el cual se utiliza la reaccion acoplada de la GSH reductasa, que reduce el glutation
oxidado por la GSH-Px (GSSG), tomando los equivalentes de reduccion del
NADPH. Se mide a 340 nm el gasto del NADPH, que equivale a la actividad de la
GSH-Px para reducir los hidroperoxidos, utilizando los equivalentes de reduccion
del GSH. La mezcla de reaccidén consistio en 0,0988 mL de tampodn fosfato de
sodio 20 mM con EDTA 6 mM (pH 7), 0,7 mL de GSH 2,86 mM disuelto en el
tampodn fosfato de sodio 20 mM con EDTA 6 mM (pH 7), 0,1 mL de azida sédica 1
mM, 0,1 mL de NADPH 1 mM, disuelto en el mismo tampon que el GSH y 0,0012

mL de GSH reductasa (0,5 unidades, Randox).

2.4.4.4. Determinacion de las sustancias reactivas al acido tiobarbittrico

(SRATB).

Este ensayo se utilizd para determinar los niveles de la peroxidacion lipidica,
segun lo descrito por Ohkawa. (Ohkawa et al., 1979) Se adicionaron 0,2 mL del
sobrenadante renal a 0,1 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 8,1 %; 0,75 mL
de acido acético al 20 % (pH 3,5); 0,75 mL de &cido tiobarbiturico al 0,6 % y 0,3

mL de agua destilada. Se agitaron y se incubaron a 95° C durante 60 minutos. A
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continuacion se dejaron enfriar y una vez frios se les afiadié 2,5 mL de una mezcla
butanol-piridina (15:1 v/v). Se mezcl6é vigorosamente y se centrifugd a 2000 g
durante 15 minutos. La densidad Optica de la capa superior se leyé a 532 nm

cuidando de no alterar la capa inferior.

2.4.4.5. Determinacion de las proteinas.

Las concentraciones de las proteinas se determinaron por el método de Lowry,

utilizando seroalbumina bovina como patrén (Lowry et al., 1951).

2.4.4.6. Técnica para la medicion de fructosamina.

La fructosamina es una proteina de suero enlazada a una azucar y su contenido
relativo se determina por la reduccién que los precursores de la glicosilacién
originan sobre el indicador NBT. El contenido relativo de fructosamina se
determina segun la expresion:

CRF=D.0;-D.O,

D.O; - densidad éptica de la lectura 1.

D.O; - densidad oOptica de la lectura 2.

CRF - contenido relativo de fructosamina.
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La variacion de densidad éptica (A D.O) se registra a una longitud de onda de 530

nm (Thome etal., 1996).

2.4.4.7. Técnica para la medicion de la actividad tisular de FLA..

Es una técnica espectrofotométrica en la cual la enzima actia sobre los
fosfolipidos, provocando la liberacién de lisofofolipidos y &cidos grasos. Estos
ultimos acidifican el medio ocasionando cambios en la absorbancia de la solucion
sustrato (mezcla de lecitina de huevo, metanol, tween 20, rojo cresol, solucion de
glicilglicina y cloruro de calcio). La solucién se prepar6 en el momento de procesar
las muestras. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda, A= 578 nm,
determinada por la hidrolisis espontanea del sustrato, a tiempo de 30 y 90 s

(Raduany et al., 1987).

2.5. Inmunohistoquimica para la visualizacién de la inmunoreactividad de la

IL-6 en tejido renal sometido a isquemia y pretratado con ozono.

Las secciones de tejido (5um) se colocaron en laminas en poli-I-lisina (SIGMA, St.
Louis, MO). El antigeno se obtuvo por incubacion en buffer de citrato (pH 6.0) a
120 Lb por 3 min y después las laminas se lavaron con solucién buffer de fosfato

(SBF). La peroxidasa endogena se bloqued con 3 % de H,O; (J.T. Baker,
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Phillipsburg NJ, USA) por 10 min. Las secciones del tejido se enjuagaron varias
veces con SBF-albumina, lavadas por 10 min con SBF (MP Biomedicals,
Germany) e incubadas por 1 h a 37°C con antigeno de carnero anti-IL-6
(Santacruz Biotechnology, California, USA) diluido 1:100 en SBFT (SBT con 0,1 %
de tween 20 y albumina). Después, las secciones fueron lavadas con SBF e
incubadas por 30 min a 37 °C con el anticuerpo secundario anti-carnero biotinilado
(Santacruz Biotechnology, California, USA), enjuagado varias veces con SBF e
incubado por 30 min a 37 °C con el complejo estreptavidina-HRP (Santacruz
Biotechnology, California, USA). La inmunoreactividad se visualizo por incubacién
en 3,3 - tetrahidrocloruro de diaminobenzidina al 0,05 % (Zymed, San Francisco,
California, USA). Las muestras con omision del anticuerpo primario fueron también

incluidas como controles negativos (Hirano, 1994).

2.5.1. Estudios Histopatoldgicos.

2.5.1.1. Microscopia 6ptica (Hemotoxilina — Eosina) y Microscopia Optica de

Alta Resolucion.

Las muestras de tejido se lavaron con solucién salina y se fijaron en formol neutro
al 10 %. El método utilizado fue el convencional de inclusién en parafina (58 C) a
doble ciego, por 2 especialistas en anatomia patolégica. La evaluacion
microscoépica se realizé en un microscopio éptico (OPTRON) con magnificaciones
de 100, 250 y 400 X (Barber et al., 1999). Para el estudio morfométrico se tomaron

fragmentos de la corteza renal de 12 ratas pertenecientes a tres grupos: Control
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sano, Control positivo (dafiadas por isquemia reperfusion) y precondicionadas con
tratamiento de ozono 1,1 mg/kg, administrado por via rectal durante 10 dias con
anterioridad al dafio renal por isquemia-reperfusion (PreOzo). Se tomaron

muestras de 4 animales por grupo.

Los fragmentos de rifibn se procesaron por la técnica de inclusion en resina.
Previamente se fijaron en glutaraldehido al 3,2 % en buffer fosfato de sodio 0,1 M,
pH 7,4; se postfijaron en tetréxido de osmio al 2 %, se deshidrataron en cuatro
disoluciones de concentracion creciente de acetona y finalmente en acetona pura.
La inclusién se realizé en resina Spurr. Se obtuvieron cortes semifinos en un
ultramicrétomo LKB Ultrotome Ill, que se tifileron con Azul de Stevenel y se
analizaron por Microscopia Optica de Alta Resolucién en un microscopio Olympus
CX 31 con camara digital Olympus modelo NO D-540 con una resolucion de 3,2

Megapixel (Rasband, 2008).

En cada seccion se determino:
« Areay perimetro de 2 tibulos proximales cortados transversalmente

(relaciéon diametro mayor/diametro menor igual a 1+ 0.2). (Fig.2)

Fig.2. Tabulos proximales de la corteza renal. Andlisis cuantitativo: area tubular y
perimetro (trazo verde), didmetros mayor y menor (lineas rosadas).
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e Cantidad de nudcleos en la luz tubular en 1-4 tabulos proximales cortados

transversalmente, a un aumento de 40 X.

2.6. Analisis Estadistico de los Resultados.

Los datos experimentados fueron procesados estadisticamente como siguen:

» Se hizo un andlisis descriptivo en el cual se calcularon la media y la

desviacion estandar para cada grupo experimental y variables.

» Se realizé un ensayo de homogeneidad de varianza de Leven.

> Se empleo ademas el ANOVA de clasificacion simple y el ensayo de
comparacion multiple de medias de Student-Newman-Keuls, para

determinar diferencias entre grupos.

> El nivel de significacion estadistica empleados en todos los casos fue p <
0.05. Los datos fueron procesados utilizando el paquete estadistico

STATISTIC version 4.5 para WINDOWS.

» Para analizar valores de actividad de las enzimas CAT, SOD, GSH-Px,
FLA., se aplico el test no paramétrico de Mann-Whitney, de igual forma se
utiliz6 el mismo para procesar los resultados de niveles tisulares de

fructosamina y las SRATB.
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» Se realiz6 un estudio descriptivo para evaluar el efecto del PreOzo sobre la

expresion de la interleucina 6 en tejido renal.

» Para la cantidad de nucleos en la luz tubular las diferencias significativas se

determinaron mediante la prueba Kruskall Wallis.

» Para el area y el perimetro tubulares las diferencias significativas se
detectaron utilizando el analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion
simple. Las medias se compararon utilizando la prueba de comparaciones

multiples de medias Turkey-Kramer.
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3. RESULTADOS.

3.1. Efecto del precondicionamieno oxidativo con ozono (PreOzo) sobre
pruebas de funcién renal: Flujo Plasmatico Renal (FPR), Intensidad de
iltracion Glomerular (I.F.G), Fraccin de Filtraciéon (FF), niveles plasmaticos de

creatinina y estructura de rifilones sanos.

En la tabla nimero 1 se muestran los valores del flujo plasmatico renal en
animales sanos sin ningun precondicionnamiento y en animales a los cuales se
les precondiciond con ozono a diferentes dosis (0,3; 0,5y 1,1 mg/kg). Desde el
punto de vista estadistico la ozonoterapia, a los niveles de dosis empleada por la
via rectal, no modific6 este parametro fisiolégico, manteniendo niveles de flujo
plasmatico renal similares a los animales sanos no precondicionados. Con
respecto a la intensidad de filtracién glomerular, variable flujo dependiente en gran
medida, mostré comportamiento similar entre los grupos pretratados con ozono a
diferentes dosis y el grupo control sano, observandose igual comportamiento entre
los diferentes grupos en la variable fraccion de filtracion. En cuanto a los niveles
plasmaticos de creatinina, los mismos no sufrieron variacién con la aplicacion de la
ozonoterapia durante 10 dias, mostrando que la ozonoterapia por la via rectal, a
estos tres niveles de dosis, no mostré efectos sobre los niveles plasmaticos de

creatinina (Tablal).
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Tabla 1. Efecto del precondicionamiento oxidativo con ozono (PreOzo) sobre

pruebas de funcién renal, utilizando tres niveles de dosis, durante 10

sesiones, en rinones de animales sanos.

Grupos (n = 10) F.P.R I.LF.G Fraccion de Creatinina
ml/min/100g ml/min/100g Filtracion (umol /L)
Control sano 3,07 £ 0,59% 0,60+0,17¢  0.195+0.013% 94 + 15°%
PreOzo (0,3 mg/kg) 2,55 +0,622 0,51 £0,15*  0.200 *0.015% 98 £ 18?2
PreOzo (0,5 mg/kg) 2,68 £ 0,522 0,53+0,18 0.197 +0.012° 97 £19?
PreOzo (1,1 mg/kg) 3,05+0,72° 0,59+0,16* 0.193 +0.014° 95 + 16°

Se representa la media =+ D.E de n = 10 ratas, para cada grupo experimental. Letras

diferentes significan diferencias significativas para p<0.01.

En la Figura 3 (A y B), se muestran cortes de cortezas renales del grupo control

sano (A) y el grupo sano tratado con ozono a la dosis de 1,1 mg/kg. Desde el

punto de vista de la Microscopia Optica, no se reportaron alteraciones

estructurales en los rifiones tratados con esta dosis. Los grupos sanos tratados

con ozono durante 10 dias a los niveles de dosis (0,3; 0,5 mg/kg), tampoco

mostraron alteraciones estructurales.
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Figura 3. Microscopia Optica. Coloracién Hematoxilina Eosina (H.E 400X). Cortes de Corteza
Renal. Figura A pertenece a animal sano: No alteraciones histopatoldgicas. B: muestra de
rifones sanos tratados con ozono por via rectal a la dosis de 1,1 mgl/kg durante 10 sesiones:
Aspecto normal de corteza renal. G: Glomerulo, TP: Tubulo Proximal.

3.2. Efecto del precondicionamiento oxidativo con ozono (PreOzo), sobre

parametros bioquimicos, indicadores del estrés oxidativo.

En la Tabla 2 se muestra el comportamiento de la actividad de la enzima glutation
peroxidasa (GSH-Px). El grupo control positivo reflej6 una disminucion de la
actividad de esta enzima protectora contra el estrés oxidativo, con respecto a los
demas grupos. En cambio el PreOzo, a los tres niveles de dosis, mostré6 una
estimulacién significativamente estadistica en la actividad de esta enzima a nivel
renal, con respecto a los demas grupos. La enzima SOD, la cual confiere
proteccion contra el efecto deletéreo del radical anion superoxido, mostré6 una

reduccion significativa de su actividad tisular en el control positivo, con respecto a

67



EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO OXIDATIVO OXIDATIVO CON OZONO EN LA PREVENCION
DEL DANO RENAL EN UN MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSION

los demas grupos. Sin embargo, el PreOzo a los tres niveles de dosis, indujo un

incremento significativo de la actividad de esta enzima en el tejido renal
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postisquémico. La actividad de la Catalasa, enzima secuestradora de H;O., reflejé

una estimulacién a nivel de tejido renal en los grupos pretratados con ozono, a los

niveles mas alto de actividad enzimética. Es bueno destacar que el grupo

pretratado con oxigeno mantuvo niveles de actividad de la catalasa similares al

control sano. No existieron diferencias significativas entre los grupos pretratados

con ozono en cuanto a los niveles tisulares de actividad de catalasa (Tabla 2).

Tabla 2. Actividad tisular de GSH-Px, SOD y Catalasa en los diferentes

grupos.
Grupos (n = 10) GSH-Px (Ul/g SOD (Ul/g prot)  Cat (Ul/g prot)
prot)
Control Sano 174 + 732 187 + 822 1973,8 + 107,8%
Oxigeno + IR 172 + 47,42 179,4 + 81,7¢ 1898,8 +165,7°
Control Positivo 85,9 +24,7° 63,4+ 19,5° 996,9 + 99,8°
PreOzo (0,3 mg/kg)+IR 381,6 £ 88,4° 836,8 £138,5° 7195,2 + 300,7°
PreOzo (0,5 mg/kg)+IR 412,4 + 89,6° 798,5 £97,7° 6973,5 + 293,4°
PreOzo (1,1 mg/kg)+IR 397,5 + 98,6° 812,8 £99,8°  6899,7 + 303,4°

GPx - glutatién peroxidasa, SOD - superoxido dismutasa y CAT — catalasa.

Nota: Cada valor representa la Media £ D.E para n= 10 ratas. Letras diferentes significan

diferencias significativas de p<0,05.

En la Tabla 3, se aprecian los valores renales de glutation reducido (GSH). El

tratamiento con ozono (PreOzo), a los tres niveles de dosis empleado en nuestro
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estudio, mantuvo los niveles de GSH en tejido renal similar estadisticamente al
control sano, evidenciandose que el PreOzo evit6 el descenso de este pardmetro
antioxidante no enzimético a nivel del tejido renal postisquémico. Vale destacar
gue se reflej6 un agotamiento del GSH renal en los grupos control positivo y
pretratado con oxigeno por la via rectal a la dosis de 26 mg/kg. La sustancia
reactiva al acido tiobarbitlrico (SRATB) es una medida del grado de peroxidacion
lipidica, la cual se encuentra elevada en los fenbmenos de I/R. Se aprecia un
incremento significativo de la peroxidacion lipidica en los grupos control positivo y
el pretratado con oxigeno con respecto a los grupos control sano y grupos
pretratados con ozono a la dosis de 0,3 y 0,5 mg/kg. Es preciso destacar que el
grupo pretratado con ozono a la dosis de 1,1 mg/kg reflej6 un incremento de la
SRATB, mostrando comportamiento similar estadisticamente a los grupos control

positivo y precondicionado con oxigeno.
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Tabla 3. Determinaciones bioquimicas de glutatiéon reducido (GSH) y de las
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (SRATB).

Grupos (n =10) GSH (umol / g prot) SRATB ( umol / g prot)
Control Sano 3,38+0,77¢ 0,140 + 0,052%
Control positivo 1,15+ 0,22° 0,670 + 0,037°
Oxigeno + IR 1,18 +0,32° 0,590 + 0,041°
PreOzo (0,3 mg/kg)+IR 4,2 +0,91° 0,170 + 0,061°
PreOzo (0,5 mg/kg)+IR 3,4+0,81% 0,130 £ 0,054°
PreOzo (1,1 mg/kg)+IR 3,7 £ 0,89° 0,620 + 0,038"

GSH - glutatién reducido y SRATB - sustancias reactivas al acido tiobarbitarico
Nota: Cada valor representa la Media + D.E para n= 10 ratas. Letras diferentes significan

diferencias significativas para p<0,05.

3.3. Papel del pretratamiento con ozono (PreOzo) sobre la actividad tisular de

la Fosfolipasa A. (FLA?) y los niveles renales de fructosamina.

Con respecto a la actividad en el tejido renal de la enzima fosfolipasa A., se
evidenciéo que la misma se incrementd significativamente en el grupo control
positivo y el grupo tratado con oxigeno, con respecto a todos los grupos. Sin
embargo, al analizar el comportamiento en los grupos pretratados con o0zono por

via rectal a diferentes niveles de dosis, los mismos mostraron valores de la
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actividad de la FLA; superiores al control sano, pero significativamente inferiores al

control positivo y al grupo pretratado con oxigeno a la dosis de 26 mg/kg.

Se observaron diferencias significativas en la actividad de la FLA, a nivel renal
entre el grupo pretratado con ozono a la dosis de 0,3 mg/kg y los grupos
pretratado a las dosis de 0,5y 1,1 mg/kg. Aunque los niveles de actividad de la
FLA: en el grupo con la dosis de ozono de 0,3 mg/kg fueron significativamente
menores con respecto al control positivo y el grupo pretratado con oxigeno, estos
fueron superiores significativamente con respecto a los otros niveles de dosis (0,5
y 1,1 mg/kg). Esto refleja que la dosis de 0,3 mg/kg mostré una menor proteccion
de la enzima con respecto a las dosis de 0,5y 1,1 mg/kg, estas dos Ultimas dosis

reflejaron mejor efecto sobre la actividad tisular de la FLA; (Tabla 4).

En cuanto a los niveles renales de fructosamina, el grupo control positivo y el
grupo pretratado con oxigeno, mostraron de forma significativa los valores mas
altos de fructosamina a nivel del tejido renal, con respecto a los demas grupos. En
cambio los grupos experimentales pretratados con ozono a las dosisde 0,5y 1,1
mg/kg mostraron niveles de fructosamina similares desde el punto de vista
estadistico al control sano. Es bueno destacar que el grupo pretratado con ozono
a la dosis de 0,3 mg/kg mostr6 valores de fructosamina renal inferiores al control
positivo y al grupo pretratado con oxigeno, pero si superiores a los grupos

pretratados a las dosis de 0,5y 1,1 mg/kg.

El precondicionamiento oxidativo con ozono a los 3 niveles de dosis mostré un

efecto positivo en cuanto a la reduccion de los niveles renales de fructosamina.
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Las dosis Optimas fueron las de 0,5y 1,1 mg/kg, las cuales mantuvieron niveles de

fructosamina similares estadisticamente al control sano. (Tabla 4)

Tabla 4. Actividad de la FLA; (Ulg proteinas) y niveles de fructosamina

(AD.O) en tejido renal.

Grupos (n=10) Fosfolipasa A2 Fructosamina
Control Sano 23,4 +7,8° 0,013 + 0,005%
Control Positivo 204,84 + 31,7° 0,037 + 0,005°
Oxigeno + IR 193,89 + 42,6° 0,043 +0,017°
PreOzo (0,3 mg/kg) + IR 92,55 + 23,6° 0,021 £ 0,007°¢
PreOzo (0,5 mg/kg) + IR 47,73 +8,7¢ 0,014 + 0,0022
PreOzo (1,1 mg/kg) + IR 45,60 + 7,8° 0,015 + 0,002°

Se representa la Media + D.E. para cada grupo experimental (n= 10). Las letras
diferentes significan diferencias significativas para, p< 0.05. (AD.O): variacion de densidad

Optica.
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3.4. Efecto del PreOzo en la disminucién de la interleucina proinflamatoria
(IL-6) en rinones sometidos a isquemia de 60 min seguida de 180 min de

reperfusion.

En cuanto a la inmunoreactividad de la interleucina 6 en tejido renal, medida a
través de la inmunohistoquimica, se observo que en los cortes de corteza renal
pertenecientes al grupo control sano, esta fue negativa a nivel de glomérulos y
tubulos. Con respecto al PreOzo, a la dosis de 0,5 mg/kg, esta mostré
inmunoreactividad escasa y difusa en la mayoria de los tabulos. Cuando la dosis
del PreOzo fue el doble (1,1 mg/kg), el tefiido fue mas concentrado, pero a nivel
de tdbulos contorneados, siendo negativo en glomérulos. El grupo control positivo
gue sufrid el dafio sin tratamiento previo mostré inmunoreactividad en tabulos,
glomérulos, intersticio renal, reflejado por el fuerte tefiido para la IL-6 en todas las

estructuras renales de dicho grupo [Figura 4 (A, B, Cy D)].
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Figura 4. Estudio inmunohistoquimico de IL-6 en tejido renal.

A. Ratones controles, el estudio inmunochistoquimico de IL-6 en glomérulo y tibulos fue negativo.
B. Ratones tratados con ozono a la dosis de 0,5 mg/kg mostraron un tefiido escaso y difuso en la
mayoria de los tubulos. C. Ratones tratados con ozono a la dosis de 1,1 mg/kg mostraron un tefiido
positivo en algunos tdbulos contorneados proximales (flechas negras). En el resto del tejido,
incluyendo el glomérulo, fue negativo. D. Los rifiones que no recibieron tratamiento previo con
o0zono mostraron un fuerte tefiido para IL-6 en todas las estructuras.
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3.5. Eficacia del PreOzo sobre las pruebas de funcién renal: F.P.R., I. F. G,,
F.F., niveles plasmaticos de creatinina y estructura de rifiones sometidos a

IIR.

Los periodos prolongados de isquemia renal incrementan el dafio, primero de
forma reversible y pasado un punto critico de manera irreversible. Por otra parte la
reperfusion posterior a la isquemia, induce dafio adicional a las diferentes partes
de la nefrona, dando como resultado el fracaso de la nefrona como unidad
estructural y funcional del rifidn, produciéndose una alteracion en las variables que

miden la funcion renal.

En la Tabla 5, se muestran los valores de flujo plasmatico renal (aclaramiento
plasmatico de PAH) en todos los grupos que conforman nuestro universo de
estudio. Se aprecia una disminucion de los valores de flujo plasmatico renal en los
grupos control positivo y el pretratado con oxigeno a la dosis de 26 mg/kg, con

respecto a los demas grupos.

El grupo tratado previamente con ozono a la dosis de 0,3 mg/kg, mostré un valor
de flujo plasmatico renal inferior al control sano, pero superior al control positivo.
Sin embargo, los grupos precondicionados con ozono a los niveles de dosis de
0,5y 1,1 mg/kg, mostraron valores de flujo plasmatico renal similares al control

sano, sin diferencia significativa entre ellos. Con respecto a la intensidad de
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filtracion glomerular (aclaramiento de inulina), la misma se comporté de igual
forma que el flujo plasmatico renal en los diferentes grupos estudiados. Se
observé que los grupos previamente tratados con ozono antes del dafio reflejaron
valores de intensidad de filtracion glomerular significativamente superiores al
control positivo y al grupo pretratado con oxigeno, siendo los grupos pretratados
con ozono a las dosis de 0,5y 1,1 mg/kg los de mejores valores de intensidad de
filtracion glomerular alcanzados. En cuanto al comportamiento de la fraccion de
filtracion, tenemos que el control positivo mostrdé valores significativamente
superiores al control sano y a los grupos pretratados con ozono a diferentes dosis,
no siendo asi con respecto al grupo pretratado con oxigeno que se comportd
desde el punto de vista estadistico similar al control positivo. El grupo pretratado
con ozono a la dosis de 0,3 mg/kg mostré valores superiores de fraccion de
filtracion con respecto a los otros 2 grupos de PreOzo (0,5 y 1,1 mg/kg). Los
valores plasmaticos de creatinina mostraron un comportamiento similar a los del
flujo plasmatico renal e intensidad de filtraciébn glomerular en los diferentes grupos.
El grupo control positivo y el grupo pretratado con oxigeno reflejaron los valores
mas altos de creatinina plasmatica, en cambio los grupos pretratados con ozono a
los dos niveles de dosis (0,5 y 1,1 mg/kg) mostraron niveles de creatinina
similares, desde el punto de vista estadistico, al control sano. El grupo pretratado
con ozono a la dosis mas baja (0,3 mg/kg) mostré niveles de creatinina plasmatica
significativamente inferiores al control positivo y al grupo pretratado con oxigeno,
pero con diferencias significativas con respecto a los grupos pretratados con

ozono alasdosisde 0,5y 1,1  mg/kg.
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Tabla 5. Efecto del PreOzo sobre pruebas de funcién renal. Flujo Plasmatico

Renal (F.P.R), Intensidad de Filtracién Glomerular (I.F.G), Fracciéon de

Filtracion (F.F) y niveles plasmaticos de creatinina.

Grupos (n = 10) F.P.R I.LF.G Fraccion de  Creatinina
ml/min/100g  ml/min/100g Filtracion mol /L)
Control sano 3,07+0,59* 0,60+0,17* 0.195%0.015° 94 + 15°
Control positivo 1,15+0,37° 0,31+0,13° 0.275+0.013° 185+ 43°
Oxigeno + IR 1,37+0,38" 0,29+0,12° 0.245+0.012° 193 + 75"
PreOzo (0,3 mg/kg)+ IR 1,98 +0,54° 0,43+0,11° 0.217+£0.014° 122 +48°
PreOzo (0,5 mg/kg) + IR 2,78 +0,77* 0,57 £0,14* 0.205+0.013* 97 +18°
PreOzo (1,1 mg/kg) + IR 2,67 £0,79*® 0,55+0,19* 0.205+0.015° 98 +19°%

Se representa la media * la D.E, para cada grupo experimental (de 10 ratas cada uno).

Letras diferentes significan diferencias significativas para al menos, p<0.05.
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3.6. Efecto del PreOzo sobre la estructura de rinones sometidos a l/IR.

(Andlisis cualitativo).

Los resultados histopatolégicos se correspondieron con el comportamiento de las
variables de funcién renal. En el grupo control positivo, (Fig 5 B) sometido a
isquemia de 60 min seguidos de 180 min de reperfusion, se evidencio
marcadores morfolégicos de dafio por I/R a nivel de la corteza renal, en cuanto a:
pérdida del borde en cepillo de los tubulos proximales, dilatacion tubular, necrosis
de las células de los tubulos proximales, formacion de cilindros en la luz tubular,
interrupcion y/o borramiento de las membranas basales tubulares, asi como
borramiento del espacio de Bowman de los glomérulos renales. Se aprecio
recuperacion de la morfologia renal en las muestras de animales tratados con
ozono previo a la induccion del dafo (Fig 5 C y 5D), encontrandose un efecto
dosis dependiente, ya que el grupo pretratado a la dosis de 1.1mg/kg,
cualitativamente mostr6, una mejor preservacion de las estructuras en
comparacién con las restantes dosis (0.3 y 0.5 mg/kg). [Figura 5 (D)]. El grupo
pretratado con ozono a la dosis de 0,3 mg/kg tuvo un comportamiento similar
desde el punto de vista histolégico con respecto al grupo que recibié la dosis de
0,5 mg/kg. Es importante sefialar que el grupo pretratado con oxigeno a la dosis
de 26 mg/kg no mostré ningun efecto protector sobre la arquitectura a nivel de
corteza renal, mostrando las mismas lesiones que el grupo control positivo las

cuales indican dafo renal inducido por I/R.
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Fig. 5. Cortes semifinos de la corteza renal por Microscopia Optica de Alta Resolucion. A)
Control negativo. Estructura normal del tejido renal cortical. B) Control positivo (dafio por
IR). Pérdida de la arquitectura normal del tejido con dafios severos en las células de los
tubulos proximales: nucleos de cromatina condensada, células descamadas, oclusion de
la luz tubular y pérdida del ribete en cepillo. C) Grupo de ozono 0,5 mg/Kg de + IR.
Glomérulo con capilares congestionados y ribete en cepillo conservado en zonas de
algunos tubulos proximales. D) Grupo ozono 1,1 mg/Kg de + IR. Conservacion del ribete
en cepillo, dilatacion de la luz tubular. 280 X.

Leyenda: Glomérulo (GL), Capilares (c), Tubulos proximales (TP), Ribete en cepillo (RC),
Nucleo celular (N), Estriaciones basales epiteliales (*), Descamacion celular (DC).
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3.6.a. Estudio Morfométrico. (Andlisis cuantitativo).

Para este estudio se seleccionaron los grupos mas representativos (control sano,

control positivo y PreOzo a la dosis de 1,1mg/kg).

Area de los tibulos proximales.

En el grupo Control positivo se produjo un aumento significativo del
area tubular, respecto al Control sano. Esto indica dilatacion tubular
relacionada con la extrusion de nucleos celulares y la formacion de

cilindros que obstruyen la luz tubular.

En el grupo PreOzo 1,1 mg/kg, el area de los tubulos mantuvo un
valor cercano a la del grupo Control sano, que difirié

significativamente del Control positivo (Fig 6).
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Fig. 6 Area de los tibulos proximales.
Media £ desviacion estandar. Letras diferentes significan diferencias significativas (p<0,05).
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Perimetro de los tubulos proximales

En el grupo Control positivo se produjo un aumento significativo del
perimetro tubular, respecto al Control sano. Esto indica una mayor

irregularidad del contorno tubular.

En el grupo PreOzo 1,1 mg/kg, el perimetro de los tubulos fue
significativamente menor que el del grupo Control positivo, siendo

similar estadisticamente al control sano (Fig.7).
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Fig. 7. Perimetro de los tubulos proximales. Media y desviaciéon estandar.
Letras diferentes significan diferencias significativas p<0,05.

81



EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO OXIDATIVO CON OZONO EN LA PREVENCION DEL
DANO RENAL AGUDO EN UN MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSION

Cantidad de nucleos celulares en la luz de los tubulos proximales

En el grupo Control positivo se observé un aumento significativo del
numero de nacleos en la luz tubular respecto al Control sano (Fig. 8).
En el grupo PreOzo 1,1 mg/kg, el numero de nucleos en la luz tubular
no tuvo diferencias significativas respecto al Control sano y si fue
significativamente menor que en el grupo Control positivo (Fig 8).
Esto se corresponde con los hallazgos cualitativos donde se
observaron tubulos en los que su luz presentaba caracteristicas

cercanas a la normalidad.
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Fig 8. Cantidad de nuacleos celulares en la luz de los tibulos proximales. Media y desviacién
estandar. La n se refiere al numero de tubulos en que se contaron los nucleos.Letras diferentes
significan diferencias significativas p<0,05.
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4. DISCUSION.

Existen situaciones clinicas en la practica médica diaria como: el trasplante renal,
las nefrotomias renales para el tratamiento de la litiasis renal y la cirugia
conservadora de los tumores reales entre otras, en las cuales es necesario
realizar isquemia renal temporal, donde se produce una lesion morfolégica y
funcional la cual depende el tiempo e isquemia (Novic et al., 1997). A esto se le
suma un numero de entidades nosoldgicas en las cuales se produce isquemia
renal temporal como: la vasodilatacion periférica en el curso de una bacteriemia, la
hipovolemia en el curso de una hemorragia, la obstruccion vascular renal en el
curso de un embolismo a nivel de la arteria renal, el taponamiento cardiaco, la
cardiopatia congestiva y el infarto agudo del miocardio. (Molitoris et al., 1986;

Hepstintall et al., 1980; Ouriel et al., 1985)

Referente a los parametros medidores del estrés oxidativo, este estudio revelo lo
ya reportado por otros autores (Peralta et al., 2000; Candelario et al., 1998; Hui
Chen et al., 2008), que el PreOzo es capaz de estimular a nivel del tejido
lesionado la actividad de enzimas antioxidantes. Sin embargo, en el grupo control
positivo se observé un agotamiento de la capacidad antioxidante reflejado por la
disminucién de la actividad tisular de las enzimas antioxidantes (SOD, CAT y
GSH-Px), asi como por el agotamiento del GSH y el incremento de la

peroxidacion lipidica (medida a través de las SRATB).

83



EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO OXIDATIVO CON OZONO EN LA PREVENCION DEL
DANO RENAL AGUDO EN UN MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSION

La glutatiébn peroxidasa (GSH-Px), es una enzima dependiente de selenio, la cual
constituye uno de los sistemas antioxidantes mas importante de la célula (Mates
et al., 1999; Martinez et al., 2004). Esta enzima utiliza al glutation reducido (GSH)
como cofactor y es altamente especifica por el mismo. La GSH-Px tiene mucha
mayor afinidad por el H;O,, sobre todo cuando esta ERO se encuentra a bajas
concentraciones dentro de la célula. EI comportamiento de la actividad de la GSH-
Px a nivel del tejido renal sometido a I/R sin tratamiento previo, concuerda con lo
ya reportado por otros autores (Castillo et al., 2003), una disminucion de la
actividad de esta enzima antioxidante durante la fase isquémica y también en la
fase de reoxigenacion. Sin embargo, el PreOzo a los tres niveles de dosis, reflejo
un incremento de la actividad de esta enzima en tejido renal postisquémico, hecho
gue sin duda contribuye a la defensa antioxidante celular contra el H.O, (Tabla 2).
Se reporta, en un estudio en ratones transgénicos sometidos a I/R, una
sobreproduccién de GSH-Px (intra y extracelular) y como resultado se observo
una disminucién de la expresiéon de quimokinas (KC), de proteina inflamatoria de
macrofago (MIP-2), de infiltracion de neutréfilos y de un menor deterioro en la
funcién renal después de la isquemia (Ishibashi et al., 1999). Estos resultados
mostraron la importancia de la activacibn de esta enzima antioxidante en la
disminucién de la inflamacién, durante la I/R. Se piensa que el PreOzo, al

estimular la actividad de la GSH-Px, puede estar ejerciendo un efecto retardador

84



EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO OXIDATIVO CON OZONO EN LA PREVENCION DEL
DANO RENAL AGUDO EN UN MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSION

en el incremento del H.O, (Anexo 3), existiendo la posibilidad de un retardo en la
amplificacion del proceso inflamatorio, efecto que puede estar influyendo en la

conservacion del rifidn sometido a I/R, bajo nuestras condiciones experimentales.

Con respecto a la SOD, Unica enzima que actua sobre un radical (cataliza la
dismutacion del O, a H;0,), juega un papel en la proteccién del rifion contra los
radicales libres liberados durante la I/R (Brenner, 2000; Castillo et al., 2003). En
esta investigacién el PreOzo produjo una estimulacién de la actividad de la SOD
(Tabla 2), en el propio tejido renal lesionado, hecho que concuerda con lo ya
reportado por autores acerca de la estimulacion tisular de la actividad de la SOD
en organos sometidos a I/R (Barber, 1999; Ajamieh et al., 2002; Hui Chen et al.,
2008). En nuestras condiciones, los riflones del grupo control positivo mostraron
agotamiento de la actividad renal de SOD, aspecto que habla a favor del
empeoramiento de la funcién y estructura renal mediado por la no protecciéon
contra el estrés oxidativo. El PreOzo, al estimular la actividad tisular de la SOD,
produjo una proteccion contra el dafio mediado por el O," sobre la estructura y
funciéon de rifiones sometidos a I/R. Ademas en la literatura se reporta que la
formacion de peroxinitrito es controlada por la SOD, via dismutacion del O;"
(Squadrito et al., 1998). Se piensa que el PreOzo al estimular la SOD, a los
niveles de dosis empleados en nuestra investigacion, protege al tejido renal en
diferentes formas: al estimularse la SOD en el tejido lesionado por la I/R,
disminuye el radical O.", por lo que disminuye el ataque que este hace a los
lipidos de membrana, disminuyendo por esta via la peroxidacién lipidica y con la

consecuente reduccion del dafio tisular. EI O, es un radical que se comporta
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como agente quimiotactico de células inflamatorias como los neutréfilos, que al
llegar estos al tejido postisquémico, liberan altas cantidades de ERO e
interleucinas proinflamatorias, amplificAndose de esta forma el dafio al tejido ya
lesionado. Al estimularse la actividad de la SOD en el tejido sometido al dafio por
I/IR, este efecto, disminuye la posibilidad de unién del O~ con el ON’, por lo que
retrasaria la formacion del peroxinitrito (potente radical y agente quimiotactivo de
células inflamatorias), aumentando de esta forma la biodisponibilidad del ON*, por
supuesto esto garantiza el aporte del flujo sanguineo al tejido renal postisquémico
protegiéndolo del fenédmeno de la hipoperfusion retardada que ocurre en 6rganos

sometidos a I/R (Anexo 3).

La SOD es una de las pocas enzimas antioxidantes que se filtra por el glomérulo,
protegiendo tanto al glomérulo como a los tubulos del ataque del radical O~
(Castillo et al., 2003). En la I/R se reporta que la administraciéon de la SOD
prolonga la accion relajante muscular del ON°, hecho que corrobora el papel
protector de esta enzima sobre la hemodinamica intrarrenal, cuando los rifiones
son sometidos a I/R. Dentro de los eventos moleculares que caracterizan a la I/R
estd el consumo del ON' por el ataque radicélico del O,". Esto desplaza el
equilibrio entre los agentes vasodilatadores y vasocontrictores hacia estos ultimos,
potenciandose de esta forma la vasocontriccion y la hipoperfusién al 6rgano
sometido a I/R (Murphy et al., 1991). Otros autores plantean que la administracion
de la SOD, durante la reoxigenacion, protege la funcién y estructura de érganos

sometidos a este evento (Castillo et al., 2003).
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En estudios realizados en rifién, la reperfusion que siguié al dafio isquémico
provocd una pérdida de proteinas de la matriz de los peroxisomas, con drastico
compromiso de sus funciones, asi como un descenso significativo de la actividad
de la CAT (Céspedes et al., 1996). La disminucién de la actividad de la CAT
durante la isquemia se debe a la formacién de un complejo inactivo, mientras que
durante la reperfusién hay inactivacién, protedlisis o disminucion de la sintesis de
la enzima (Céspedes et al., 1996). En nuestro estudio, el PreOzo estimulé la
actividad tisular de la CAT, mostrando los niveles mas altos de actividad con
respecto a los demas grupos, inclusive con el control positivo, el cual mostré un
agotamiento de su actividad (Tabla 2). Se piensa que esta activacion de la CAT
por el PreOzo, disminuye los niveles de H,O, en todo el tejido renal (glomérulo,
célula epitelial de los tubulos, célula endotelial), comparado con el tejido renal
sometido a I/R sin PreOzo (control positivo). Este efecto puede tener una
repercusiéon favorable sobre el tejido renal postisquémico, ya que todas las vias de
dafio renal provocadas por incremento patoldgico del H,O, (peroxidacién lipidica a
nivel de membrana basal glomerular y epitelial, activacion de factores de
transcripcion nuclear para la sintesis de interleucinas proinflamatorias,
reclutamiento de células proinflamatorias) estarian inhibidas o al menos
retardadas, proporcionando esto un efecto protector sobre la viabilidad del rifién

postisquémico (Anexo 3).
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Los resultados de este trabajo concuerdan con lo ya reportado acerca de la
estimulacién de la CAT en la proteccion del rifién sometido a eventos patolégicos
agudos y cronicos (Duralk et al., 1994). El glutation reducido (GSH), miembro
importante del sistema antioxidante, es muy abundante en el liquido intracelular y
participa en importantes funciones intracelulares. Este tripéptido es mantenido
primariamente en la forma reducida tiol, a través de la enzima GSH-Reductasa. El
GSH participa en la reduccién enzimética de hidroperéxidos, incluyendo el H,0, y
puede conjugarse con compuestos electrofilicos, espontaneamente 'y
enzimaticamente, por una clase de enzimas detoxificadoras multifuncionales,
denominadas GSH-S-Transferasas. Estas enzimas poseen un papel fundamental
en el metabolismo de xenobidticos, tales como la detoxificacion de productos de la
peroxidacion lipidica, de los 4-hidroxialquenales y en la produccién de leucotrieno
C4. Como el GSH participa en reacciones de reduccidn y conjugacion, posee una
importancia vital en la proteccion de la célula contra el estrés oxidativo (Dale et al.,
2000; Schauer et al., 2004). En el control positivo y en el grupo pretratado con
oxigeno se obtuvo una disminucién significativa del GSH a nivel del tejido renal
lesionado. En cambio, el PreOzo preservo los niveles de GSH con valores
similares estadisticamente al control sano, aspecto beneficioso para el tejido
sometido a isquemia. Esto pudiera ser por el incremento de la actividad de
enzimas antioxidantes, lo cual evita el consumo del GSH (Tabla 3). Se podria
plantear la posibilidad de un mecanismo estimulatorio que promueva la resintesis

de este tripéptido a partir de sus mecanismos enzimaticos localizados en el citosol.
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Hay que recordar que el proceso de sintesis de GSH ocurre en dos pasos en los
cuales se requiere ATP. El PreOzo mejora el metabolismo del oxigeno y el aporte
de ATP ala célula (Bocci, 2002; Bocci, 2004). Este efecto pudiera explicar también
entre otros, el no consumo del GSH en los rifiones postisquémicos pretratados con
ozono. Estudios previos han demostrado que uno de los metabolitos que se
produce en la ozonoterapia, el 4-hidroxialquenal (Ajamieh et al., 2002), estimula a
la glutation sintasa para la sintesis del tripéptido (Ishii et al., 2001). Por otra parte,
este metabolito también induce la expresidén de proteinas antioxidantes del estrés
oxidativo, mediante la activacion del factor de transcripcion Nrf2 en cultivos de
macréfagos y células de la musculatura vascular (Ishii et al., 2001). Por lo que
pudiéramos pensar que el PreOzo a diferentes dosis, produce niveles transitorios
de 4-hidroxialquenal, los cuales bajo nuestras condiciones pudieran preservar la

sintesis del GSH y evitar su consumo durante la I/R.

Con respecto a la peroxidacion lipidica, medida a través de las SRATB (Vasankavi
et al., 1995), en el control positivo se detecté un aumento de las mismas, ya que a
este grupo se le provocd un dafio renal por I/R lo cual ocasiona un aumento de las
ERO, repercutiendo este aumento en el dafio de la integridad de la membrana
lipidica celular. Este efecto se potencia por el incremento del metabolismo del
acido araquidonico, que a la hora de la reoxigenacion y con la entrada de oxigeno
a la mitocondria disfuncional, libera mas radicales téxicos que se convierten en
agentes quimiotacticos de neutrofilos, cerrdndose cada vez mas un circulo vicioso

cuya resultante es la liberacién mantenida de ERO (Gobé et al., 1999). En los
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grupos pretratados con ozono, a las dosis de 0,3 y 0,5 mg/kg, hay una disminucion
de la peroxidacion lipidica con respecto al control positivo y al grupo pretratado
con oxigeno, lo que demuestra una vez mas el papel del PreOzo en mantener el
equilibrio REDOX en érganos sometidos a I/R (Ajamieh et al., 2005), en este caso
sobre riflones sometidos a isquemia de una hora seguida de 3 de reoxigenacién
(Anexo 3). Sin embargo, el PreOzo a la dosis mayor de 1,1 mg/kg mostré un
incremento de la SRATB, bajo nuestras condiciones experimentales (Tabla 3).
Esto pudiera explicarse debido a que el ozono al reaccionar con las biomoléculas
crea un pequefio estrés oxidativo (Bocci, 2004), que quizas a este nivel de dosis el
tejido renal sometido a nuestras condiciones de dafio por I/R no esté preparado
totalmente para activar a tiempo todas las sefializaciones que se requieren para el
optimo balance REDOX celular. Es de destacar que el grupo pretratado con
oxigeno mostré un aumento de la peroxidacién lipidica similar al control positivo,
hecho que pudiera estar relacionado con la no activacion de la actividad endégena
de enzimas antioxidantes por el pretratamiento con oxigeno bajo nuestras

condiciones.

El acido araquidonico representa un punto de convergencia en el mecanismo de
dafo renal por I/R. Es bien documentado que durante la I/R se produce, por el
aumento del Ca™ citosdlico y otros factores, la activacion de fosfolipasas. De ellas,
la fosfolipasa A. (FLA:) ((Brenner, 2000), juega un papel fundamental en el
deterioro de las funciones celulares, mediado por la degradacién de fosfolipidos de

membrana.
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Analizando los resultados de la actividad tisular de la FLA,, se obtuvo un
incremento de ella en el control positivo, animales sometidos a dafio isquémico sin
tratamiento previo. En cambio el PreOzo, a los tres niveles de dosis empleados,
disminuyo la actividad de la FLA; en el tejido renal sometido a I/R (Tabla 4),
hecho importante que refleja el efecto del PreOzo en la preservacion de la
integridad de estructuras renales (membranas celulares, epitelio tubular, etc.).
Estos resultados concuerdan con los descritos por otros autores, los cuales han
utilizado inhibidores de FLA; logrando un efecto protector contra el dafio
isquémico en corazén, cultivos de células renales y tuabulo proximal. (Brenner,

2000).

Es de destacar que el hecho de estimular la actividad antioxidante a nivel del
propio tejido lesionado, contribuye de alguna forma a la regulacion de la activacion
de la FLA, Un organo sometido a I/R, tratado previamente con una sustancia
protectora contra las ERO, es de esperar que se preserve mas la integridad de las
membranas con respecto a este mismo o6rgano sometido a I/R, pero sin
tratamiento previo. En el érgano protegido contra las ERO, la liberacion de acidos
grasos libres va ser menor y esto sugeriria una menor activacion de la FLA,.
Nuestros resultados concuerdan con otro estudio, en el cual se realizé trasplante
de pancreas en ratas, sometiendo a este 6rgano a I/R. En este estudio se
encontré un aumento significativo en tejido pancreatico de la actividad de la

fosfolipasa A y de la concentracion de lipoperoxidos, concomitante con
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aumentos de tromboxano A, y de prostaglandina Fi.. En esta investigacion se
aplicé una sustancia antioxidante antes de la revascularizacion y se observé una
disminucién de la actividad de la fosfolipasa A. y la concentracion de lipoperdxidos
y tromboxano A, concluyéndose en este estudio que las ERO median la accion de
la fosfolipasa A y la subsecuente formacion de derivados del acido araquidénico
en el tejido trasplantado (Campanioni et al., 1995). Si se comparan estos
resultados ya reportados, con nuestros resultados, soportamos la idea de que el
efecto del PreOzo sobre la actividad de enzimas antioxidantes en el propio tejido
renal, produjo la regulacién de la actividad tisular de la FLA;, bajo nuestras
condiciones, reflejandose en una disminucion significativa de la actividad tisular de
esta enzima en los animales que recibieron PreOzo, con respecto a los animales

sometidos a I/R sin PreOzo (Anexo 4).

Durante la I/R se elevan, en los tejidos lesionados, los productos avanzados de la
glicosilacién de proteinas (PAG). Estos productos son compuestos estables y su
formacion es irreversible como lo es la fructosamina. Nuestro trabajo reflejé, una
vez mas, lo ya reportado sobre el efecto del PreOzo en la reduccion de productos
avanzados de la glicosilacion en el rifidn postisquémico (Barber et al., 1999),
ahora lograndose a tres niveles de dosis y a un tiempo mayor de isquemia. Los
dos niveles de dosis mas efectivos fueron 0,5y 1,1 mg/kg, con niveles renales de
fructosamina similares a los animales sin dafio renal e inferiores a los animales

que sufrieron la isquemia de 60 min (Tabla 4).

92



EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO OXIDATIVO CON OZONO EN LA PREVENCION DEL
DANO RENAL AGUDO EN UN MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSION

En la I/R, los PAG se van depositando en las paredes de los vasos sanguineos
afectando lipoproteinas, factores de la coagulacion, actividad de enzimas, siendo
también capaces de activar mecanismos productores de interleucinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNFa) (Diaz et al., 2004).Todo ello conlleva a un
empeoramiento de la estructura y funcion del érgano sometido a I/R. Estos efectos
del PreOzo preservando los niveles de furctosamina, nos habla a favor de la
proteccion de la estructura y funcién renal. Se piensa que con este efecto del
PreOzo sobre los PAG, no se producira; el dafio a proteinas, la activacion de
interleucinas pro inflamatorias, la activacion de factores de crecimientos, la

generacion de ERO (Diaz et al., 2004).

Se reporta que dentro de las interleucinas proinflamatorias, la IL-6, amplifica la
inflamacion, asi como el numero y tamafio de plaquetas durante lesiones
inflamatorias sistémicas durante la I/R (Hirano, 1994). En nuestra investigacion, el
control positivo mostr6 una amplia expresion de IL-6 a nivel de tejido renal
postisquémico, con respecto a todos los grupos. Esto estd dado porque la I/R se
comporta como un proceso inflamatorio (Boventre and Weinberg, 2003), donde
son reclutadas células inflamatorias (neutréfilos, monocitos, macréfagos), las
cuales se activan y comienzan a liberar interleucinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y

TNFa), produciendo un deterioro ulterior del rifidbn postisquémico. En este estudio,
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el PreOzo atenu6 la expresion de IL-6 en riflones sometidos a isquemia de 60 min
y 180 min de reoxigenacién, hecho mas evidente a la dosis de 0,5 mg/kg (Fig. 4
B). Pensamos que este efecto del PreOzo, sobre la expresion de IL-6 en tejido
renal postisquémico, también es mediado por el papel del PreOzo sobre la
estimulacién endégena de enzimas antioxidantes. También se ha demostrado que
durante la respuesta inflamatoria sistémica en su fase tardia existe un incremento
de niveles de Interleucina 6, los cuales contribuyen al deterioro de otros 6rganos

como los pulmones (Lespron et al., 2006; Garcia et al., 2002).

En el tejido renal lesionado, las ERO se comportan como agentes quimiotacticos,
reclutando neutréfilos y macréfagos, los cuales liberan amplias cantidades de
interleucinas proinflamatorias. También se ha reportado que las ERO inducen la
expresion de genes de interleucinas proinflamatorias a nivel del epitelio tubular
(Vielhauer et al., 2001) inflamado. Se ha documentado que el radical superéxido
participa en la apoptosis de las células glomerulares inducida por el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) (Ozaki et al., 1999; Moreno et al., 2000). Por lo
anterior expuesto cabe pensar que el PreOzo, al estimular la actividad antioxidante
enzimatica en el tejido renal sometido a I/R, disminuye el efecto del aumento de
las ERO sobre la liberacion de la interleucina proinflamatoria, en este caso la IL-6,
contribuyendo el PreOzo a una menor expresion a nivel renal (glomérulo, tibulo

proximal) de esta interleucina proinflamatoria (Anexo 3).
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Se reporta que agentes que disminuyen los niveles de interleucinas
proinflamatorias, como el TNFa y la IL-6, protegen al rifibn contra el dafio

isquémico (Gould etal., 2002).

Al analizar los resultados de las pruebas de funcion renal, el grupo control positivo
alcanzé una disminucion significativa en relacion al control negativo, tanto en los
valores de flujo plasmatico renal como los de intensidad de filtracion glomerular,
debido a que la isquemia ocasiona por si misma dafio a las células endoteliales,
entre otros aspectos ya descritos en sesiones anteriores. Ademas, al disminuir el
flujo sanguineo durante la isquemia y aumentarlo en la fase de la reoxigenacion,
se crea un flujo turbulento que entre otros aspectos aumenta las fuerzas de
cizallamiento, lo que dafia aun mas al endotelio, creando una disfuncion endotelial
ya comentada anteriormente (Ramzi et al., 2000; Ichicawa et al., 1994). En
relacion a los grupos precondicionados con ozono a los tres niveles de dosis,
estos mostraron una preservacion de la funcidbn renal, con valores
significativamente similares a los valores de flujo plasmatico renal e intensidad de
filtracion glomerular de los animales sanos (Tabla 5). Este efecto pudiera estar
dado por la influencia directa ya descrita de la ozonoterapia sobre la oxigenacion
de los tejidos, mejorando el metabolismo del oxigeno, incrementando los niveles
del 2.3 DPG y aumentando la flexibilidad de los eritrocitos (Bocci, 2002), con la

consecuente disminucion de la agregacion eritrocitaria, con una menor resistencia
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vascular que permite un adecuado flujo al rifidn sometido a isquemia (Friman et

al., 1989; Bocci et al., 2006; Bocci et al., 1996).

La fraccion de filtracion se define por el cociente I.F.G/F.P.R, la cual puede
aumentar, bien al aumentar la I.F.G o bien al disminuir el flujo plasmatico renal.
Por ejemplo una disminucién del F.P.R, sin cambio inicial de la I.F.G, produciria
una tendencia a aumentar la fraccion de filtracion, lo cual elevaria la presién
coloidosmatica de los capilares glomerulares y esto disminuye la I.F.G (Brenner,
2000). En nuestros resultados, el PreOzo a diferentes niveles mantuvo valores de
fraccion de filtracion similares a los animales sanos (Tabla 5), o sea el PreOzo
preservo el flujo plasmatico renal. Este flujo no disminuy6 y por tanto se filtr6 una
menor fraccién de plasma en los capilares glomerulares, en comparacion con los
animales que no recibieron PreOzo. Este efecto causa una menor elevacion de la
presién coloidosmética del plasma de los capilares glomerulares y por tanto un

menor efecto inhibidor sobre la intensidad de filtracién glomerular.

En cuanto al comportamiento de la concentracion plasmatica de creatinina, el
grupo control positivo fue el que alcanzo valores significativamente mas altos. Esto
es debido al dafio renal presente en estos animales. Como la creatinina es una
sustancia que depende en gran medida para su excrecion del filtrado glomerular,
ya que no se reabsorbe y se secreta poco, cuando la I.F.G disminuye, también lo
hace el de la excrecion de la creatinina. Esto provoca su acumulacion en los
liguidos organicos y el ascenso de su concentracion plasmatica. Se observo que

no hubo diferencias significativas entre el control positivo y el grupo con oxigeno,
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por lo que se demuestra que el pretratamiento con oxigeno no ayuddé a la
recuperacion de la funcion del érgano. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por otros autores acerca del PreOzo en la isquemia renal, pero a un
tiempo inferior de 60 min (Barber et al., 1999; Hui Chen et al., 2008). En nuestras
condiciones experimentales el PreOzo evitd el incremento de los niveles
plasmaticos de creatinina, lo que explica que tuvo efecto positivo en la
recuperacion de la funcion renal, por los efectos anteriormente mencionados

(Tabla 5).

No obstante pensamos también que los efectos beneficiosos del PreOzo sobre la
preservacion de la funcién renal, bajo nuestras condiciones experimentales, estan
mediados fundamentalmente por la estimulacion de enzimas antioxidantes en el
tejido renal. Por ejemplo, el ON" es un derivado del endotelio que regula el tono
vascular (Boventre, 2003). Este durante la isquemia se consume por diferentes
razones, una de estas es por que existe una alta liberacion de O.", el cual tiene
una gran afinidad por el ON’ (Evelson et al., 2001) removiéndolo del medio al
formarse el radical peroxinitrito y empeorando la hemodindmica intrarrenal, efecto
gue sin duda empeora la funcion del riidn isquémico (Jaimes, 1998). En nuestro
estudio no se midid6 el ON", aunque se reporta en diferentes trabajos que el
PreOzo ejerce una modulacién sobre niveles tisulares del mismo, efecto estudiado
en modelos de I/R hepatica (Ajamieh et al., 2005; Ajamieh et al., 2002) y en un
modelo de Diabetes Mellitus experimental (Al-Dalain et al., 2001). En nuestra
investigacion se observo, en los animales sometidos al PreOzo, una estimulaciéon

de la actividad de la SOD que conllevé a una disminucion del anién superéxido y
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por tanto a una menor reaccion de este con el ON° en comparacién con los
animales sometidos a I/R sin PreOzo. De esta forma se preserva los niveles de

ON" (Anexo 3).

Si el PreOzo, en nuestra investigacion, fue capaz de estimular la actividad
enddgena de la SOD, sin duda este efecto contribuyd a la preservacion de la
funcién renal. Por una parte se reducen los niveles del radical anién superdxido
(considerado en estos momentos como un vasoconstrictor) en comparacion a los
animales sometidos a I/R sin PreOzo y por otra aumentaria la biodisponibilidad del

ON-’ en el tejido renal postisquémico (Lopez-Espada et al., 2005).

De las ERO, las mas implicadas en el dafio renal isquémico son el O.", el H.,O, y
el radical HO' (Ichikawa et al., 1994), por lo que se deduce que en la I/R renal, las
enzimas SOD, CAT y GSH-Px son las que protegen al rifién del insulto isquémico.
En nuestro estudio el PreOzo fue capaz de activar la respuesta antioxidante,
efecto que repercutio favorablemente en la preservacion de la funcion renal. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por otros investigadores, los cuales
administraron allopurinol (bloqueador de la XOD y secuestrador de radical
hidroxilo) y deferoxamina (inhibidor de la reaccidon de Fenton), logrando
disminucién de las ERO y preservacion de la funcion renal de rifiones sometidos a

isquemia. (McCord et al., 1985).

En cuanto a los resultados histolégicos, los nuestros concuerdan con los ya
enunciado en la literatura, sobre el efecto del PreOzo en 6rganos sometidos a I/R

(Barber, 1999; Hui Chen, 2008; Peralta, 2000; Ajamieh, 2005). En nuestro trabajo
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los riflones fueron sometidos a un tiempo mayor de isquemia (60 min) a lo ya
reportado anteriormente. Los rifiones pertenecientes al control positivo y al grupo
pretratado con oxigeno mostraron dafio severo de su estructura, evidenciandose
marcadores de dafio renal inducidos por I/R como: pérdida del borde en cepillo de
los tubulos proximales, dilatacion tubular, necrosis de las células de los tubulos
proximales, formacion de cilindros en la luz tubular, interrupcion y/o borramiento
de las membranas basales tubulares, asi como borramiento del espacio de
Bowman de los glomérulos renales. El PreOzo fue capaz de atenuar estos
cambios estructurales observandose una recuperacion de la morfologia renal en la
muestras de animales tratados con ozono previo a la induccién del dafio, con un
efecto dosis dependiente, es decir desde el punto de cualitativo la dosis de
1.1mg/kg, preserv [Figura 5 (A, B, C y D)]. A nuestro criterio es valido plantear que
el borde en cepillo a nivel de las células de los tubulos proximales fue preservado
en gran medida en los animales que llevaron PreOzo, esto tiene una repercusion
en los resultados funcionales ya que como se plantedé en parrafos anteriores
durante la I/R renal se produce una serie de eventos que van desde el dafio al
citoesqueleto, pérdida de la polaridad celular, dafio a microvellosidades,
alteraciones de los diferentes transportes a nivel de las membranas apical y
basolaterales de células tubulares hasta la descamacion celular con obstruccion
de la luz tubular, podemos pensar que el efecto del PreOzo sobre la integridad de
la estructura de la celula tubular, se traduciria en un mejor funcionamiento de la

misma, contribuyendo de esta forma a mantener el equilibrio de la funcion entre
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las diferentes partes de la nefrona ( tubulo-glomérulo) después del dafio causado

por I/R.

Es de destacar en el estudio morfométrico (cuantitativo), que los animales que
llevaron PreOzo, mostraron de forma significativa una menor presencia en la
cantidad de nudcleos en la luz tubular, una menor &rea, asi como un menor
perimetro tubular en comparacion a los animales dafiados @ sin
precondicionamiento (Fig 6,7, 8 y Anexo 6). Este aspecto también se correlaciona
con el comportamiento de la I.F.G en los animales sometidos al PreOzo, ya que la
presencia de nucleos en la luz tubular, incrementa la presién hidrostatica de la

capsula de Bowman disminuyendo de esta forma la I.F.G (Tabla 5).

El PreOzo mediante sus efectos de estimular la actividad de las enzimas
antioxidantes, preservar los niveles tisulares de productos avanzados de la
glicosilacion, su efecto estabilizador de la fosfolipasa A, a nivel tisular y de
disminuir la expresion de IL-6 a nivel del rifidn postisquémico, conllevé a una mejor
preparacion del tejido renal para soportar el evento de I/R, bajo nuestras
condiciones experimentales. Pensamos que la dosis de 0,5 mg/kg es la 6ptima ya
gue no incremento la peroxidacion lipidica (SRATB) y desde el punto de vista de la
inmunohistoquimica, mostré un mejor efecto sobre la expresion de interleucina 6

a nivel de tejido renal postisquémico en comparacion con la dosis de 1,1 mg/kg.
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5. CONCLUSIONES.

1. El PreOzo a los niveles de dosis empleados, no ejercié ningun efecto
sobre pruebas de funcién renal y estructura de rifiones sanos, reflejando la

no toxicidad de los 3 nivels de dosis empleados.

2. El PreOzo mostré un efecto protector en la preservacion de pruebas de
funcién renal en rifiones postisquémicos, evitando la caida de los niveles de
flujo plasmatico renal e intensidad de filtracion glomerular presente en los

procesos de isquemia reperfusion.

3. El PreOzo ejercié un efecto modulador en la actividad a nivel renal de
variables indicadoras del estrés oxidativo en rifiones postisquémicos,
evidenciando que gran parte de su efecto nefroprotector se debe a la

hemostasis redox alcanzado con esta terapéutica.

4. ElI PreOzo atenud la expresion renal de interleucina 6 en rifiones
postisquémicos, aspecto novedoso que refleja el alcance de esta terapéutica
en la regulacion de esta interleucina proinflamatoria presente en los
fendmenos de isquemia reperfusion, asi como en los procesos inflamatorios

sistémicos.

5. El nivel de dosis de PreOzo mas efectiva fue la de 0,5 mg/kg, aunque las
3 dosis reflejaron un efecto beneficioso en la prevencion del dafio

morfofuncional de rifiones sometidos a isquemia reperfusion.
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5.1. RECOMENDACIONES.

Estudiar en este modelo el efecto del PreOzo sobre otras interleucinas

proinflamatorias como la IL-1, TNFa e IL-8.

Evaluar la duracion del efecto protector inducido por el PreOzo en la I/R renal
en un modelo de trasplante renal donde se puedan valorar ademas el efecto

del PreOzo sobre la apoptosis a nivel renal.
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Anexo

ANEXOS

Anexo 1

Procesos generadores de especies reactivas del oxigeno (ERO)

1-Reduccion de O, molecular hasta H,O durante el transporte electronico mitocondrial.

1° 17+ 2H° 1° 19+ 2H°
0: N 5 07 N 5 H:0: N\ p HO+HO N\, 2H0
Radical Peroxido de Radical

2-Reacciones catalizadas por la hidroxilasa (TH) y la L-aminoacido oxidasa (L-AAO)
productora de H,O,

L-Aminoécido + O, + H,0, “2A%NH, + H,0, + 0-Cetodcido

L-tirosina + O, EI; H,0, + 3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA)

Dopamina + O, + H,O 1\E>NH3+ H,0, +3,4 dihidroxifenil- acetaldehido

Norepinefrina + 0,+ H,0 29 NH, + H,0,+ R-CHO
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3-Autooxidacién de catecolaminas (proceso no enzimatico)
Norepinefrina + O, _____ H,0,. Norepinefrina Quinona

Dopamina + O, —— H,0, + Dopamina Quinona

4-Metabolismo del AA como proceso generador de ERO. Ademas de la via de la
ciclooxigenasa (representada ) pueden generarse ERO por la accion sobre el AA de la
lipooxigenasa , el sistema P450 y XO (Simonian y col., 1996)

NADH NAD-

(0X COX
Acido  (Paso ciclooxigenasa) (Paso Peroxidasa

Aﬂqm&mlwmul 7T’ PGH, (OH)

) U3 Proganoides

10
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5- Reaccién catalizada por el 6xido nitrico sintasa (ONS)

COO COD
- ' I
H.™—(-H I‘I,f"-.'—li'_—H

i I

CH, ?H;

'I.-_I'I: NADPH NADP + [-.I'IE

cH, O ONS [I'.H=. *oN

| I Oxido Nitrico

NH NH

I

MP{I O NH.

L Arginina L Citrulina

6-Formacion y descomposicion del peroxinitrito

NO + 0O, ——» ONOO + H® —— HO"+ NO,

Peroxinitrito Radical diéxido de nitrogeno
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7- Produccion de ERO por accion de la xantina oxidasa (XO)

XO xXO

Hlpoxantinaﬁ)(armna m&c arico
2 O; 2 7

8- Reacciones catalizadas por metales. Reaccion de Fenton y de Haber—Weiss

0,  + Fe* (Cu?) —— 0, + Fe* (Cu’)

H,O, + Fe* (Cu?*) ——— HO' + OH + Fe**(Cu?*) Reaccion de Fenton

0, + H,O, — HO +0,+O0H Reaccion de Haber-Weiss

Tomado de Castillo et al., 2003
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Anexo.2

HELEY “Il] # I'IHII hETH NADFN

L]
REDUCTASA

s0b
10, & 10t =

o

NEPROFERNIMES
LIFIIH

ACTINIS GRASOS
FOLITYSATURADOS —* w— W, —>

Interacciones fundamentales entre los principales sistemas GENERADORES y SECUESTRADORES de ERO

Tomado de Ledn et al.,200
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ANEXO. 3. Mecanismos propuestos del PreOzo en la IIR renal.

Leyenda: Flechas de color rojo significa efecto inhibitorio, la flecha de colorazul, significa
efecto activador de las vias.

ubulares

/i g nbat %6, iy R
- LT -. ] PreQzo
i 7 > }

heracian

Peroxidacion
Lipidica
Cel Tuhulares
&+
Lik.
FTA, ICAM-1
]l Preservacién
Ho Yasoconstriccicn De

—3 FPR-IFG
E&truciura
Renal
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ANEXO.4. Mecanismos propuestos del PreOzo en la I/IR renal.

Leyenda: Flechas de colores rojos significan efecto inhibidor sobre la
cascada, flechas de color azul significan efecto activador sobre la cascada.

Activacion

i{ - i ;5. <
Preservacionde
I Hemodinamica

Intrarenal
Contraccion de musculo liso F.P.RLF.G FF
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Drogas Efectos Nefroprotectores Limitantes en su uso
-Dopamina - Vasodilatacion renal. Aumenta el
consumo de O, por el
miocardio. Promueve arritmia.
- Furosemida - Promueve el flujo urinario. No tiene efecto sobre la
] retencion nitrogenada cuando la
- Reduce el consumo de O, por los tibulos IRA se establece.
renales.
- Manitol - Recomendado en el transplante renal y la No mejora funcién renal en el

- Calcio-antagonistas

- Péptido natriurético atrial

Moduladores de la cascada del
complemento

Amino esteroides

Hormona estimulante de
melanocitos

rabdomiolisis masiva, previene la necrosis
tubular aguda, antes del cierre de las arterias.

- Vasodilatacién renal.
-Incremento del flujo sanguineo renal.
- Incremento de la IFG.

- Efecto antioxidante y citoprotector.

- Vasodilatador renal.
- Natriuresis.

Regulan los depositos de complemento (Cg-
Cq) en los tibulos renales en enfermedades
como el LES, ptrpura de Schoenlein-Henoch.

Inhiben la peroxidacién lipidica, por los
radicales libres, cuando se dan antes y/o
después de la isquemia-reperfusion.

Tiene efectos antinflamatorios e inhiben la
sintesis de 6xido nitrico (via ON' sintetasa
inducible).

postoperatorio. Aumenta el
consumo de O, a nivel tubular.

Pierden efectividad en periodos
postisquémicos.

Hipotension arterial.

Se encuentran en fase de
experimento.

Se han ensayado en voluntarios
sanos, hasta ahora no hay nada
publicado.

Se encuentra en fase inicial de
experimento.

E.G.F: Factor de crecimiento
epidérmico

Acelera reparacion celular y el reemplazo
después de la lesiéon isquémica. Promueve
defensa antioxidante en tejido renal.

Puede provocar fibrosis
intestinal y renal.

Anexo.5 Tabla de Drogas utilizadas en la Insuficiencia Renal Aguda por I/IR.Tomado
de Davison A.M. Guideline for the Management of Acute Renal Failure (2001)
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ANEXO.6.Estudio Morfométrico. (Cuantitativo).

Control sano. Estructura normal de los tubulos proximales. B) Control positivo. Dafio severo en

las células de los tibulos proximales: pérdida del ribete en cepillo, dilatacién tubular, extrusién
nuclear de las células epiteliales y taponamiento de la luz tubular, C) Grupo PreOzo 1,1 mg/kg,

Conservacion del ribete en cepillo. Ribete en cepillo (RC), Nicleo celular (N), Luz tubular (LT).



