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Resumen:

OBJETIVO: Evaluar el comportamiento de las defensas antioxidantes en
relacion con las modificaciones funcionales progresivas en la insuficiencia renal
cronica experimental. METODOS: Estudio experimental controlado en 40 ratas
Wistar provocando insuficiencia renal por ablacion de 5/6 de la masa renal. La
muestra se dividi6 en 4 grupos de 10 animales, 1 grupo control y 3
experimentales (E) sometidos a extirpacion del rifion derecho y ligadura de dos
ramas de la arteria renal izquierda. El grupo experimental E-I evolucion6 2 sem
después de la nefrectomia, el grupo E-ll 4 sem y el grupo E-lll durante 6 sem.
Se realizé aclaramiento plasmatico de acido paraminohipurico (PAH) e inulina
(I) para medir flujo plasméatico renal efectivo (FPR) e intensidad de filtracion
glomerular (IFG) respectivamente. Los cambios de IFG y FPR permitieron
constatar las modificaciones funcionales a medida que progresaba la
insuficiencia renal. Los indicadores de defensa antioxidante incluyeron la
actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) y los niveles de glutation
reducido (GSH), medidos en homogenado de rifidn. Se realizé andlisis de
regresion lineal para relacionar cambios funcionales y defensas antioxidantes.
RESULTADOS: La funcion renal decrecié progresivamente después de la
nefrectomia. Se produjo disminucion de la actividad de la SOD seguida de una
superinduccién a las 6 semanas y los niveles de GSH comenzaron a disminuir
en la 4ta. sem posnefrectomia. CONCLUSIONES: Los cambios en los
indicadores de defensa antioxidante a nivel renal sugieren que el estrés
oxidativo aumenta en el érgano correlacionandose con la pérdida progresiva de
la funcién renal.

INTRODUCCION

La insuficiencia renal crénica (IRC) es la reduccién lenta y progresiva de la
filtracion glomerular, que se asocia a la pérdida de las restantes funciones del
rifion.? Estudios experimentales han mostrado que la funcion renal residual es
resultado de cambios adaptativos de las nefronas remanentes que llevan
inicialmente al aumento del flujo sanguineo, de la presién vy filtracion
glomerular, los que causan glomeruloesclerosis y desatan un circulo vicioso
gue hace irreversible el avance de la insuficiencia renal hacia su etapa terminal


mailto:mbetan@finlay.cmw.sld.cu

independientemente de la enfermedad causal.'® La teoria de la hiperfiltracién,
muy bien avalada experimentalmente, alun tiene puntos oscuros y parece
tratarse de un fendmeno multifactorial con implicacion de diversos mediadores,
se destaca la Angiotensina Il, que ha sido implicada en la progresion hacia la
insuficiencia renal terminal de la mayoria de las enfermedades renales. Entre
otros efectos, la Angiotensina Il es un importante inductor de la produccion de
02-y por ende aumenta los niveles de estrés oxidativo.*>

Estudios realizados en pacientes con IRC, sugieren que estos se encuentran
en una situacion de estrés oxidativo y que el grado de estrés oxidativo esta
correlacionado con el grado de IRC. ®" Se ha descrito que se produce una
estimulacidon de la respuesta de las enzimas antioxidantes, o que demuestra
que el aumento de actividad antioxidante es la consecuencia del exceso de
oxidacién, en un intento de restaurar la homeostasis celular.®

Las principales sustancias oxidantes en los sistemas bioloégicos son los
radicales libres derivados del oxigeno (EROs).’!° La mayor parte de los
estudios realizados se han basado en la medicion directa de productos
oxidantes e indirectamente midiendo productos de peroxidacion lipidica en los
tejidos renales.®*

A la luz de los resultados obtenidos, en un estudio precedente de los cambios
secuenciales en la funcion renal en IRC experimental en el modelo de
nefrectomia subtotal por ablacion de 5/6 de la masa renal en ratas, con la
determinacién del dafio oxidativo a lipidos y proteinas,’ nos motivamos a
realizar la presente investigacion en la que utilizando el mismo modelo se
estudian los cambios progresivos en la actividad de la enzima superdxido
dismutasa y en las concentraciones del glutatién reducido como indicadores de
defensa antioxidante en el riidbn remanente a medida que avanza la IRC, con el
objetivo de evaluar el comportamiento de las defensas antioxidantes en el rifién
en relacién con las modificaciones funcionales en el tejido remanente a medida
que progresa la insuficiencia renal en ratas sometidas a nefrectomia subtotal.

Objetivo: evaluar el comportamiento de las defensas antioxidantes en el rifién
en relacién con las modificaciones funcionales en el tejido remanente a medida
que progresa la insuficiencia renal en ratas sometidas a nefrectomia subtotal.

DISENO METODOLOGICO:

Se trabajo con un grupo de 40 ratas Wistar, con un peso aproximado de 180 g.
La muestra se dividi6 en 4 grupos de 10 animales, un grupo control (C)
constituido por ratas que no fueron sometidas a proceder quirdrgico y 3 grupos
experimentales (E) sometidos a nefrectomia subtotal por ablacion de 5/6 de la
masa renal, eliminando el rifibn derecho y ligando 2 ramas de la arteria renal
izquierda. El grupo experimental E-l evolucion6 durante 2 sem después de la
nefrectomia subtotal, el grupo experimental E-II evoluciond durante 4 sem vy el
grupo experimental E-Ill durante 6 sem. El ultimo dia de evolucion de cada
animal se realizé el aclaramiento plasmatico de acido paramino-hipurico (PAH)
e inulina (I) para medir el flujo plasmatico renal efectivo (FPR) y la intensidad
de filtracion glomerular (IFG) respectivamente, por el método



multicompartimental. Los cambios de la IFG y el FPR permitieron evaluar las
modificaciones funcionales a medida que progresaba la insuficiencia renal. La
masa renal fue extraida y congelada, para la obtencion posterior del
homogenado del tejido. Se utilizO el sobrenadante para la medicion de
indicadores de defensa antioxidante que incluyeron la actividad enzimética de
la superéxido dismutasa (SOD) y los niveles de glutation reducido (GSH).

Proceder para la medicion de los aclaramientos plasmaticos: se obtuvieron
12 muestras de sangre donde el PAH y la | fueron determinados en filtrados
liberados de proteinas por sulfato de cadmio, utilizando para el PAH la técnica
fotocolorimétrica de Bratton y Marshall, modificada por Homer W. Smith y para
la inulina el método directo del resorcinol sin tratamiento alcalino. Con las
concentraciones plasméticas de PAH e insulina se calcularon los aclaramientos
mediante el andlisis de descomposicion multicompartimental de las curvas de
desaparicién respectivas de dichas sustancias en el plasma.’*? Los resultados
fueron expresados en mililitros por min por 100 g de peso rata (mL/min/100 g).

Técnica para la determinacion de la actividad enzimatica de la superéxido
dismutasa (SOD): la determinacion de la actividad de la enzima superéxido
dismutasa se llevé a cabo por la técnica establecida por Marklund y otros.*® La
densidad éptica se leyé a 420 nm en un espectrofotdmetro Spectronic Genesys
8 UV-VIS. Los resultados se expresaron en unidades por mililitros por minuto
(U/mL/min).

Técnica para la determinacion del glutation reducido (GSH): el GSH
presente en la muestra desproteinizada reacciona con el reactivo de Ellman
[5,5-Dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB)] para rendir un compuesto coloreado
[acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB)] que absorbe la luz a 412 nm. La
absorbancia se midié en un espectrofotometro marca Spectronic Genesys 8
UV-VIS. Para el célculo de los resultados se cred6 una curva de calibracion
empleando para ello GSH como patrén.*? Los resultados se expresaron en
microgramos por mililitros (ug/mL).

Andlisis estadistico: para resumir la informacién de las variables se utilizaron
medidas de resumen y dispersion como la media y la desviacion estandar. Se
realiz6 ANOVA de una via de efecto fijo para estudiar el cambio de las
variables en el tiempo y la trayectoria entre los grupos. Se realiz6 el analisis de
regresion lineal para establecer relacién entre la funcién renal y los marcadores
de estrés oxidativo. Para el analisis se utilizé el paquete estadistico SPSS para
Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS:

En la figura 1 se muestran las medias obtenidas para el FPR, cuyo valor va
declinando, aunque se hace significativo el cambio a las 4 sem posnefrectomia.
En la figura 2 se observan los cambios en la IFG, cuyo valor disminuy6 incluso
de manera significativa a las 2 sem posnefrectomia (grupo E- 1), respecto a los
animales sin nefrectomizar y continu6 disminuyendo hasta las 6 sem.



El analisis de la enzima superoxido dismutasa mostré disminucion de su
actividad en los grupos experimentales E-l y E-ll, respecto al control,
significativo para E-Il; sin embargo en los animales del grupo E-lll se constato
un aumento significativo de la actividad de la SOD, no solo respecto al grupo E-
Il sino también respecto a los controles (Fig. 3).

La determinacion del glutation reducido (GSH) mostré disminucion significativa
en los grupos experimentales E-Il y E-1ll respecto al grupo control (Fig. 4).

Figura 1
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Figura 2
wariaciones de la intensidad de filtracion glomerular

en los grupos estudiados
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Figura 3

Cambios en la actividad de la enzima superoxido
dismutasa a nivel renal en los grupos estudiados
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Figura 4

Cambios en las concentraciones de glutation a
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DISCUSION

Brenner y otros? estudiaron los cambios hemodindmicos en los glomérulos
remanentes de ratas Munich-Wistar después de nefrectomizado un rifion e
infartado 5/6 partes del contralateral, los que han sido confirmados por estudios
posteriores y se corroboran en esta investigacion, donde se constataron 2 sem
después de la nefrectomia, valores de intensidad de filtracion glomerular y flujo
plasmatico renal efectivo, disminuidos respecto a las ratas sanas, aunque no al
punto que deberia esperarse si se considera que se les sustrajo a los animales
5/6 de la masa renal, lo que supone la intervencion de mecanismos
adaptativos. A medida que evolucionaron las ratas nefrectomizadas en el
tiempo se produjo una caida de la funcion demostrada por la disminucion de la
IFG resple;cto a los controles, como era de esperar y ha sido reportado por otros
autores.™

Otros trabajos en el mismo modelo experimental han arrojado que el
metabolismo de las nefronas residuales se incrementa notablemente, con un
aumento del consumo de oxigeno y formacion del radical oxigeno activado y se
ha relacionado al estrés oxidativo con el deterioro funcional asociado a la
ablacién de masa renal y a la IRC.*"*"* E| modelo experimental ha sido
ampliamente estudiado, sin embargo no se encontraron referencias de estudios
secuenciales de marcadores de defensa antioxidante que ofrezcan informacion
sobre los cambios que se van produciendo en el rifidn remanente a medida que
se modifica la funcion.

La superoxido dismutasa es una familia de enzimas que intervienen en la
reduccion univalente del radical superoxido. El incremento en la actividad
superoxido dismutasa es exponente de una elevada generaciéon de anién
superéxido en la célula, que es eliminado por esta enzima.'®* Se ha
comprobado en estudios en laboratorio y en pacientes aquejados de
enfermedades asociadas a estrés oxidativo, el aumento de los niveles de la
enzima en respuesta a la generacion excesiva de EROs.®''® Segin los
resultados obtenidos en el presente estudio, hubo una depresién inicial de la
actividad de la enzima, seguida de un aumento de ella, lo que coincide con los
momentos de mas significativos aumentos en la lipoperoxidacion, que fueron
ya corroborados en un estudio precedente en el mismo modelo experimental a
través de la cuantificacion del malonildialdehido.” La enzima constituye un
mecanismo importante de defensa antioxidante pues atrapa EROs una vez
formados impidiendo las reacciones radicales en cadena y su elevacion se
considera como un indicador indirecto importante de estrés oxidativo, aunque
algunos autores no refieren variacién en su actividad.***?

El glutatién reducido es una molécula que forma parte de los sistemas celulares
no enzimaticos de defensa antioxidante, que atrapa radicales libres
transformandose en GSSG (forma oxidada) en presencia la enzima glutation
peroxidasa, después el GSSG es reducido a GSH, en reaccion catalizada por
la enzima glutation reductasa. De esta forma son eliminadas especies reactivas
del entorno celular.** La disminucion de los niveles de GSH se considera un
indicador de estrés oxidativo y ha sido reportado por otros investigadores que
lo han constatado en el modelo experimental de reduccion de masa renal y en



pacientes con insuficiencia renal crénica terminal.*®*’ La generacién de EROs
implica la utilizacion de las reservas antioxidantes con la consecuente
disminucién de los niveles circulantes de los mismos.?'® En esta investigacion
se detectaron niveles cada vez mas bajos de GSH a medida que progresaba la
enfermedad en el tiempo, sugiriendo su consumo en respuesta al aumento
cada vez mayor del dafio oxidativo.

El andlisis secuencial de los cambios en los indicadores de defensas
antioxidantes estudiados sugiere que el estrés oxidativo en el rifidn remanente
aumenta, correlacionandose con la pérdida paulatina de la funcion renal.

CONCLUSIONES:

El analisis secuencial de los cambios en los indicadores de defensas
antioxidantes estudiados sugiere que el estrés oxidativo en el rifidn remanente
aumenta, correlacionandose con la pérdida paulatina de la funcién renal.
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