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1.INTRODUCCION
1.1 .HISTORIA DEL TRASPLANTE RENAL"??

1.1.1.REVISION HISTORICA.

En 1902, en la ciudad de Viena, Emerich Ullmann autotrasplanté con éxito el
rindon de un perro, de la fosa lumbar al cuello del animal. Se prosiguié con
trasplantes entre animales y humanos y en 1906, en Lyon se realiz6 el primer
xenotrasplante heterotopico de cabra y cerdo a muslo y brazo de pacientes en
estado de insuficiencia renal cronica terminal, sin resultados positivos.

En 1909, en la ciudad de Berlin se lleva a cabo un trasplante renal de un perro
fox terrrier a un boxer consiguiendo una correcta funcion renal durante 14 dias. Al no
obtenerse éxito con los xenotrasplantes, se introdujo el concepto de “barrera
bioquimica” que impedia los trasplantes heterdlogos.

El punto de inflexion se produjo al depurar la técnica vascular de anastomosis a
través de dos hechos: utilizacion de ‘patch” y la triangulacion, llevado a cabo por
Alexis Carrel, discipulo de Jaboulay. Comprobé que cuando el rindn se trasplantaba
a otro perro se producian fenénenos de autodestruccion.

Posteriormente en 1933, en la U.R.S.S. se realiz6 el primer trasplante renal
humano con rifidn de cadaver realizado por Yu Yu Voronoy.

En el Reino Unido Sir P. Medawar, cirujano plastico , descubre las leyes
basicas de la inmunologia del trasplante (concepto de histocompatibilidad y

tolerancia).
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En Holanda sincronicamente , Willem Kolff inicia las primeras hemodialisis lo
que posteriormente supondra asegurar la supervivencia del paciente trasplantado a
pesar del fracaso del injerto.

En la ciudad norteamericana de Chicago en 1950, Lawler coloca el primer
injerto renal en la cavidad abdominal. En 1951 diferentes equipos quirurgicos
(Dubost y Oeconomos, Servelle y Rougeulle, Kiss, Teinturier y Milliez) implantaron
el rindn en la fosa iliaca derecha y se plantearon diferentes causas de los fracasos:
incompatibilidad biolégica, condiciones dificiles en la extraccion de &érganos,
infeccion, etc.

En 1952, en Paris, Vaysse y Oeconoms realizan el primer trasplante de
donante vivo emparentado. Pero no es hasta 1954 cuando Murray, en Boston,
consigue una larga supervivencia al realizar un trasplante entre hermanos gemelos
univitelinos.

Nuevos avances marcaran la evolucion de los trasplantes. El concepto de
“‘muerte cerebral”’ establecido en 71968 por el Comité de Haward Medical School y
aceptado posteriormente por el resto de los paises permitira la extracciéon de
organos de cadaver en situacion hemodinamica que permita el minimo sufrimiento
del parénquima renal.

El empleo de trasfusiones pretrasplante en el receptor, Opelz 1973, con el
objetivo de mejorar la tolerancia al nuevo érgano y una supervivencia mas larga, no
fueron aceptadas en un primer momento. Sus efecto beneficiosos fueron
demostrados por Opelz y Terasaki en el Congreso de la Sociedad Internacional de

Trasplantes celebrado en 1978 en Roma.
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En nuestro pais los primeros intentos de trasplante son realizados por Martinez
Pifieiro en 1960, entre dos hermanos, y por Younger en 1961 de padre a hijo, pero
sin conseguir resultados aceptables.

Gil-Vernet en 1965 en el Hospital Clinico y Provincial de Barcelona y Alférez
en la Fundacion Jiménez Diaz unas semanas después realizan con éxito los
primeros trasplantes renales procedentes de donante cadaver.

Esta fecha supone el inicio del programa de trasplantes renales en nuestro
pais, incorporandose al resto de hospitales hasta componer el actual mapa de

centros trasplantadores.

1.1.2.INMUNOLOGIA DEL TRASPLANTE

Jean Dausset describe por pirmera vez en 1958 un antigeno leucocitario.
Posteriormente se descubren nuevos antigenos leucocitarios que daran lugar al
sistema HLA (Antigeno Leucocitario Humano) en 1967. Las pruebas cruzadas
(“cross-match”) entre el suero del receptor y células del donante predecira la
posibilidad de un rechazo hiperagudo (1966).

Los primeros intentos para prevenir el rechazo del injerto se llevan a cabo por
Hamburger en Paris, entre 1959 y 1962, mediante la irradiaciéon total del donante
pretrasplante.

Klss y Legrain aplica la descapsulacion renal como tratamiento del edema

por el rechazo agudo.
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Se practicaran posteriormente timectomias, esplenectomias y nefrectomia
bilateral sin resultados positivos para conseguir similares fines.

En 1959 Zukosky y Collaway demuestran el efecto inmunosupresor de la 6-
mercaptopurina. En 1961, Calne y Murray observan la eficacia de la Azatioprina en
trasplantes de perros y en 1962 la utilizan por primera vez en el trasplante de
humano con buenos resultados.

En 1963, Goodwin y Kaufman utilizan los esteroides como agente
inmunosupresor unico en el tratamiento del rechazo y son utilizados desde entonces
de forma habitual. Mas tarde, sera empleado el suero antilinfocitario por Woodruff y
Starzl. Pero es a partir de los afos 1976-1978 cuando, Borel y Calne, empiezan a
utilizar la ciclosporina con el éxito que hoy conocemos. En la década de los 80 su
empleo ha conseguido aumentar en un 20% la supervivencia del injerto.

Cosini en 1981 utiliza por primera vez los anticuerpos monoclonales. Son Uutiles

para el tratamiento del rechazo corticorresistente de predominio celular.

1.1.3. RESULTADOS
Segun la Gltima actualizacion de la Organizacién Nacional de Trasplante * (ONT)
realizada el 24-01-2001 que comprende el periodo de 1989-2000 observamos:
-Donantes cadaver ano 2000 un total de 1.345 con tasa de 33.9 p.m.p.(1989 fueron
569 y tasa de 14 p.m.p)
-Porcentaje de donantes multiorganicos: 81,3% afio 2000 respecto al 30% en 1989
-Trasplantes renales de cadaver 1.919 con tasa 48,4 p.m.p. en el 2000 y 1021 y

26,5 p.m.p. en 1989
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-Trasplantes renales de vivo 19 en el 2000 y 18 en 1989

-La edad media en donantes de menos de 15 anos fue de 6,5 afios y en los adultos
de 48,8 anos en el afio 2000.

-Las causas de muerte cerebral han sido en el afio 2000 el 56,3% hemorragia
cerebral seguido de TCE trafico en un 20,7% respecto al 39% de hemorragias y
43% de TCE de trafico en el afio 1992.

-Las negativas familiares a la donaciéon (total negativas familiares/total de familias
entrevistadas ) fue del 22% a nivel del estado. En Cataluha se obtuvo un 17,3%,
muy por debajo de la media estatal.

-El numero de trasplantes, por comunidad autondémica, en el afo 2000 esta
encabezado por Catalufia con 366 seguido de cerca por Madrid con 348. La menos
activa fue Navarra con 23 trasplantes en un afo.

-Los pacientes incluidos en lista de espera es de 3.986 en el 2000 respecto a 5.593
en el afio 1991.

-Respecto al tratamiento que reciben los pacientes en IRC en el afio 2000 podemos
concluir con la existencia de 14.292 trasplantes funcionantes, 18.978 pacientes en
didlisis, con 3.986 pacientes en lista de espera y con 284 hiperinmunizados.

Se puede observar que existe un decalaje importante entre la oferta y la demanda,

existiendo un déficit de 6rganos.
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Figura con los datos extraidos de la ONT respecto a la evolucion del numero de trasplantes

renales realizados en Espana, en el periodo comprendido entre 1986-2000
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Figura que refleja el numero de donantes en Esparia durante el periodo 1989-2000.
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1.2. LEGISLACION DE LOS DONANTES DE ORGANOS

El interés de obtener 6rganos a partir de donantes a corazon parado no es
nuevo. En la década comprendida entre 1960 -1970, antes de que el concepto de
muerte cerebral fuera establecido, la principal fuente de obtencién de 6rganos eran
los individuos en los que ya habia ocurrido la parada cardiaca. Con el desarrollo de
las técnicas de reanimacién y de la ventilacion artificial, nace el diagndstico de
muerte encefalica en 1970: muerte del individuo previa a la parada
cardiorrespiratoria por el cese de las funciones encefalicas.

En Espafia, se promulgd la Ley Espafola de Trasplantes en el afo 1979
desarrollada en el Real decreto 1980, que derogaba la antigua ley de 1950. Esta ley
permitia regular todo el procedimiento de la donacidn, extraccidon y trasplante, de
donante vivo y de cadaver, indicando los criterios médicos para el diagndstico clinico
de la muerte cerebral. A partir de aceptar el concepto de muerte cerebral, el interés
en los donantes a corazén parado declind. Los érganos obtenidos de donantes en
muerte encefalica fueron de indiscutible mejor calidad demostrandose que los
resultados obtenidos podian igualarse a los de donantes vivos. Todo ello derivé en el
abandono casi total de la extraccion de cadaver. En paises como Japén, donde
legalmente no se acepta el concepto de muerte cerebral, la principal fuente de

donantes son a corazén parado.



INTRODUCCION

1.3. VIAS DE SOLUCION

La falta persistente de 6rganos aptos para trasplante obliga a la utilizacion de

todos los medios humanos y técnicos en la investigacion de soluciones alternativas.

1.3.1. DONANTE MARGINAL

Como consecuencia de esta escasez se ha ido ampliando cada vez mas los
criterios de seleccion de cadaveres donantes de érganos®® con el fin de aumentar al
maximo el numero de érganos disponibles. Ello ha significado aceptar donantes de
edad mas avanzada (mayores de 60 anos) al observar que esto no influia en la
supervivencia posterior del paciente. También cambio la primera causa de muerte en
los donantes’,de ser el TCE pas6 a ser la hemorragia intracraneal espontanea,
desplazandose el grupo de edad (20-30 afios a 50-69 afios). Se trata de donantes
marginales, pues tienen, previo a la extraccion, una estancia prolongada en UCI, con
drogas vasoactivas, patologias asociadas a la edad como hipertensién arterial,
diabetes mellitus, etc. Sin embargo se estan utilizando de forma creciente, llegando

a convertirse en los donantes mas habituales.
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1.3.2. DONANTE A CORAZON PARADO

La discrepancia actual que existe entre la oferta y la demanda de érganos
ha obligado recientemente a explorar otras fuentes de donantes que permiten
aumentar el numero, reavivando el interés por los donantes a corazén parado. El
programa de donacion de donantes a corazén parado se inicio en 1980 en el
Hospital Universitario de Maastrich ® calculando que el nimero de donantes

potenciales podria aumentar en un 20%.°

1.3.2.1.Concepto de donante a corazén parado

Se define donante a corazén parado como aquel individuo en situacion de
parada cardiorrespiratoria irrecuperable, fallecido con un tiempo de isquemia
caliente (tiempo entre la parada cardiaca y el inicio de la perfusién fria) lo
suficientemente corto que permita la extraccion de 6rganos viables para ser
utilizados para trasplante. Se considera parada cardiaca irreversible, segun la
Sociedad Espafola de Medicina Intensiva y Unidades Coronarias, cuando el
paciente presenta ausencia de actividad eléctrica cardiaca efectiva tras al menos
30 minutos de reanimacion cardiopulmonar en ausencia de drogas depresoras o

hipotermia inducida.
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1.3.2.2. Tipos de donante a corazén parado

Asi como la donacién de organos basada en la muerte cerebral esta
regulada por ley, la basada en la parada cardiorrespiratoria del paciente no
dispone de normativa.

En marzo de 1995, en el First International Workshop on Non Heart-Beating
donors, celebrado en Maastrich se realizd un documento de consenso'°
estableciéndose una serie de recomendaciones, definiciones y caracteristicas de
lo que debian ser los donantes a corazén parado. Se propuso una clasificacion en
4 categorias (Clasificacion de Maastrich)."

En Espafa este documento se ha adaptado a nuestro ambiente, quedando
las conclusiones plasmadas en un Documento de Consenso Espafiol emitido por

la Organizacion Nacional de Trasplantes en Noviembre de 1995 '2

Categoria | : Ingreso en parada cardiaca.

El individuo sufre parada cardiaca y se traslada al hospital sin haber
practicado maniobras de reanimacion cardiopulmonar. No se conoce el tiempo de
parada cardiaca, es decir, el tiempo de isquemia caliente. Se trata de un donante

muy poco frecuente en nuestro medio.

10
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Categoria ll: Parada cardiaca con maniobras de reanimacion inefectivas.

El paciente se encuentra ingresado en el hospital y sufre parada cardiaca
qgue no se revierte con las maniobras de reanimacion. La informacién sobre este
donante si se conoce. El objetivo es disminuir al maximo el tiempo de isquemia
caliente. Hay poca experiencia publicada al respecto. Es el segundo tipo mas

frecuente.

Categoria lll: A la espera de la parada cardiaca.

Paciente en muerte cerebral o con lesidon neuroldgica irreversible
secundaria a traumatismo o a tumor cerebral, al que, de acuerdo con la familia, se
le retira la ventilacion mecanica y/o el soporte terapéutico, casi siempre en el
quirofano. Este tipo de donantes son denominados “controlados”; el tiempo de
isquemia es muy corto y permite la extraccion de varios érganos. Se dan en

paises como Holanda y U.S.A."”>™° En Espafia existe alglin caso esporadico.

Categoria IV: Donante en muerte cerebral que sufre parada cardiaca.

Es el tipo de donante mas frecuente en nuestro medio. Aproximadamente
un 9% de donantes presentan una parada cardiorrespiratoria antes de la
extraccion. Debido a la inestabilidad hemodinamica previa del donante se puede

prever la parada con antelacion.
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1.3.2.3. Criterios de seleccién'®'1819

Los criterios de seleccidon para considerar a un paciente fallecido como
donante potencial de érganos a corazon parado incluyen, generalmente;

- Edad inferior a 65 anos.

- Tiempo de isquemia caliente inferior a 30 minutos sin contabilizar el tiempo
transcurrido durante las maniobras de resucitacion cardiopulmonar efectivas,
pudiendo ser el tiempo total antes de la perfusion fria de hasta 2 horas.

- El resto de criterios de seleccion habituales para los donantes en muerte
cerebral ( NO: historia de enfermedad renal, HTA no controlada, enfermedad
maligna excepto el tumor cerebral primario, signos de adicion a drogas via

parenteral, infeccion sistémica o sepsis ).

1.3.2.4. Procedimientos
Al inicio:

El procedimiento de extraccidn de 6rgano a corazén parado se inicia tras el
diagndstico de muerte por parte del equipo médico que ha atendido al paciente,
siendo entonces considerado el cadaver como donante potencial. Es preciso
valorar con exactitud el tiempo de isquemia caliente y el tiempo transcurrido
desde el inicio de las maniobras de reanimacién hasta el comienzo de la
recicrculacion fria. Inicialmente se continua la RCP mediante ventilacion artificial y
masaje cardiaco, con la finalidad de mantener la mejor perfusion posible de los
érganos y se procede a la heparinizacion del donante. Algunos autores'

recomiendan el uso de fentolamina (0,125mg/KG) para provocar vasodilatacion de
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los vasos renales previamente a la perfusion y facilitar asi el descenso rapido de
temperatura. Posteriormente, se cateterizan la arteria y vena femoral por

diseccién quirurgica y se inicia la perfusion fria de los 6rganos.

“Perfusién in situ”

Al principio, la perfusion renal se conseguia mediante la perfusion por
gravedad de liquido de Collins frio, a través de la arteria femoral'® (perfusion in
situ)., con modificaciones posteriores'2"2223.24

La utilizacién de Banowsky y col. en 1971?° y Garcia Rinaldi'® y col en 1975
de un catéter de doble balén vy triple luz colocado en la aorta por via femoral, de
forma que aislara la circulacién renal, permitié la perfusion fria de estos érganos y
su posterior viabilidad para trasplante. Posteriormente Garvin?®® y Schweizer?' vy,
mas recientemente Fujita?’, Kootstra, Booster, Ruers y col'®?*%4262°  asi como
otros equipos'’'®3%%* han puesto en practica estos métodos, mediante el uso de

19,22,23,45,46

diversos tipos de catéteres (doble vy triple luz , catéter de Foley'®, catéter

4748 catéter de cuatro luces*®) obteniendo buenos resultados vy

de Anaise
aconsejando la inclusion de este grupo de donantes en el programa de obtencién
de 6rganos.

Se ha sugerido que el enfriamiento renal de superficie, mediante “perfusion

750

peritoneal hipotérmica continua™" podria reducir la temperatura renal y proteger la

microvascularizacion en caso de perfusion fria no suficientemente efectiva y
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4748 Paprocki®’ ha

especialmente en casos de perfusion de larga duracion
utilizado esta técnica de forma aislada en 4 donantes con buen resultado.

Otro factor que ha sido relacionado con una mejoria en la funcion renal
postrasplante ha sido la presion de perfusion del liquido de preservacion.
Anaise*"***° demuestra que cuando ésta es de 70mm de Hg el descenso de la
temperatura es mas rapido y efectivo (hasta 15°C en 5 minutos). Elevadas
presiones en el liquido de preservacion mejoran la funcion renal postrasplante®'.
Una presion de perfusion baja aumentaria la liberacion de renina-angiotensina, lo
que ocasionaria un aumento de las resistencias vasculares renales condicionando
una disminucion del flujo renal y una mala hipotermia*’*8

Se han ensayado diferentes liquidos de perfusion (HTK', Wisconsin®,
Ringer lactato®, Euro-Collins). La solucién de Wisconsin contiene adenosina, que
es necesaria en la sintesis de ATP, mejora la microcirculacion, inhibe la
agregacion plaquetar y protege las células endoteliales. La HTK es una excelente
solucion de perfusion debido a su baja viscosidad. La solucién Euro-Collins tiene
la desventaja que causa aumento de las resistencias vasculares pues tiene una
concentracion elevada de potasio (115mmol/L) que causa vasoconstriccidon de los
capilares glomerulares dando lugar a una mala perfusion. Ademas, antes de su
uso debe ser mezclada con glucosa(70mL de glucosa al 50% con 930mL de E-C).

Recientemente varios estudios estan devolviendo protagonismo a la

preservacion de los 6rganos mediante la utilizacion de “maquinas de perfusion

pulsatil” hasta el implante. Estos estudios han demostrado una mejoria en el
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funcionalismo renal postrasplante en aquellos rifiones afectados por dano

isquémico. Reduce la incidencia de retraso inicial en la funcion del injerto®**

y
regenera el ATP®’ en rifiones sometidos a isquemia caliente. Este tipo de
preservacion, en oposicion a la preservacion fria simple, podria reducir las
resistencias vasculares inducidas por la isquemia y facilitar la eliminacion de los
restos de hematies de la microcirculacién permitiendo una mejor reperfusiéon post-
implante®®.

Otras técnicas como el “enfriamiento corporal total” han sido ensayadas en
estudios experimentales con animales®® como alternativas a la perfusién in situ,
obteniendo resultados favorables. Tras los buenos resultados obtenidos con la
perfusién corporal total mediante circulacion extracorpérea para la preservacion
de corazon y pulmdn, asi como en los casos de la extraccion multiorganica®®,

Koyama®#®°

y otros autores han utilizado la técnica del “enfriamiento corporal
total” mediante “by pass cardiopulmonar” en donantes renales humanos a corazén
parado con buenos resultados. Hoshino®® en sus estudios experimentales plantea
la obtencion de higados y rifiones en este tipo de donantes mediante la técnica
citada. Esta, con la alta presion de perfusion del liquido de preservacion, permite
la perfusion correcta del cadaver, su oxigenacién y enfriamiento, por lo que se
prevé que en un futuro proximo sea el método de eleccion para la obtencién de
organos en este grupo de donantes. Presenta, no obstante, problemas en su

utilizacion en los donantes politraumaticos con ruptura del arbol vascular

(hemotérax, ruptura de grandes vasos, hemoperitoneo,...)
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Recientemente, se ha descrito, a nivel experimental, la “recirculacidn
normotérmica”. Consiste en la perfusion de los 6rganos a 37°C con sangre
hiperoxigenada mediante by pass cardiopulmonar, previo al “enfriamiento corporal
total”. Disminuye de forma importante el retraso en la funcion inicial de estos
injertos. Ello se podria explicar, en primer lugar, porque la sangre se ha
demostrado que es mejor solucidn de preservacion que los cristaloides para
recuperar el tejido dafiado®®*. Van der Wijk®® y col ya lo observaron en rifiones
preservados ex vivo de esta manera y Gaber y col.?® lo demostraron con un
modelo experimental en ratas.

Mayfieldy col.®® demostraron la mejoria de los rifiones perfundidos con
sangre en el control del edema tisular y la actividad de la bomba de iones.

|.64

Maessen y col.” evidenciaron la mejora de la viabilidad de rifiones dafiados por la

isquemia y almacenamiento en hielo durante 48 h cuando eran sometidos a una

inmediata perfusién normotérmica. Otros autores®’®®

concluyen, a nivel
experimental, que la utilizacion de recirculacion normotérmica permite recuperar
los niveles de adenin-nucledtidos, con la consecuente importancia para la

viabilidad del érgano. En este sentido, Rijkmans y col.®®

expone que es posible
prevenir el dano irreversible mediante la perfusién sanguinea. Se ha visto que
mejora la supervivencia del trasplante hepatico y que permite trasplantar higado
con un tiempo de parada cardiaca entre 20 y 40 minutos. El dafio que estos
higados sufren debido a la isquemia es reversible®”®°. Algunos grupos han usado

67,70,71

esta técnica obteniendo buenos resultados tanto en higado como en rifion®’.
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1.3.2.5. Aspectos sociales y legales

Una vez el cadaver, en parada cardiorrespiratoria irreversible, se ha
perfundido, y durante la fase de enfriamiento de los érganos se procede a
solicitar el consentimiento familiar y judicial, si fuera preciso, para la donacién.
Una vez obtenidos éstos, el cadaver es conducido a quiréfano donde se practica
la extraccion de los 6rganos. El consentimiento familiar adquiere en este grupo de
donantes una mayor dificultad por el mayor dramatismo del momento dada la
agudeza del proceso. Los aspectos legales también tienen unas caracteristicas
especiales que lo diferencian de los procedimientos habituales de los donantes
por muerte cerebral. Destaca el hecho de que el cadaver esta diagnosticado como
exitus por el equipo médico que lo atendid, debiéndose, a partir de este punto,
diferenciar dos posibilidades: a) el caso de la muerte natural, donde el certificado
médico de defuncién y el consentimiento familiar son suficientes para autorizar la
extraccion de 6rganos y, b) el caso de la muerte violenta, en el que, antes de la
extraccion de 6rganos, es preciso la presencia del médico forense, que permitira
la extraccion durante la autopsia (autopsia-extraccion), que se realizara, en este
caso, en condiciones de asepsia en quir6fano y de inmediato tras los

procedimientos previos antes detallados.

1.3.2.6. Resultados
La inclusion de donantes a corazén parado en el grupo de donantes aptos
para trasplante ha supuesto un incremento en el numero total de donantes ( entre

un 7 y un 20% segun las series).
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El trasplante renal acumula la mayor parte de 6rganos con donantes a
corazon parado. Aunque en estos momentos sea relativamente corta la casuistica
ha dado lugar a un gran numero de publicaciones. Todas ellas coinciden en que
los rifiones asi obtenidos son utiles para trasplante. A pesar de tener una mayor
incidencia de fracaso de la funcién inicial, su supervivencia a largo plazo se
aproxima a la obtenida con aquellos riflones provenientes de donantes a corazén
latiendo.

El Hospital Clinico y Provincial de Barcelona inici6 el programa de
identificacion y obtencion de rifiones a partir de donantes a corazén parado en
1986. Expondremos a continuacion la experiencia en este centro y sus
resultados’?.

Desde octubre de 1986 hasta marzo de 1999 se han obtenido 57
potenciales donantes a corazon parado. La edad de los donantes fue de 39.5+
15.6 anos y la distribucidn por sexos 43 varones y 12 mujeres. 51 donantes fueron
de la categoria Il de Maastrich y 6 donantes fueron de la categoria IV. Las causas
de muerte fue de enfermedad cardiaca (40,4%) o politraumatismo (36,8%). El
tiempo medio de isquemia caliente fue de 68.9+ 35.6 minutos.

En 9 casos (15,3%) el proceso fue abortado debido a la negativa familiar y
en 2 casos debido a negativa judicial (3,4%). 16 donantes (27,2%) fueron
rechazados debido a contraindicacioén clinica: técnica de perfusion deficiente en el
donante en 9 casos (15.8%), 6rganos mal perfundidos en 2 casos (3.5%), vy

factores de riesgo o serologia virica positiva en 5 casos (8.7%).
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En el Hospital Clinico se han empleado tres tipos diferentes de perfusién de
organos. Desde 1986 hasta 1989 se us6 la “perfusion in situ”, de 1990 a 1996 “el
enfriamiento total corporal” con by-pass cardiopulmonar y ultimamente desde
1997 hasta la fecha se utiliza la recirculaciéon normotérmica. El tipo de perfusién
de los 6rganos fue la siguiente: 29 casos (50.9%) perfundidos con técnica de
perfusion in situ con solucién fria de Collins por gravedad, y en 8 casos (14%)
perfusion in situ mediante bomba no pulsatil. 11 casos (17%) fueron perfundidos
mediante enfriamiento corporal total pero en 3, debido al retorno venoso limitado,
se suspendié este tipo de perfusion y se inicié la perfusion in situ por gravedad.
En los restantes 6 donantes(10.52%) se usO la técnica de recirculacion
normotérmica.

En resumen: se obtuvieron 30 donantes efectivos. 44 rifiones se
consiguieron con perfusion in situ, 8 rinones de donantes perfundidos con
enfriamiento corporal total y 8 con recirculacién normotérmica, Dos rifiones no
fueron trasplantados debido a problemas intraoperatorios de los receptores,
siendo trasplantados finalmente 58 rifiones, 2 de ellos en otro centro.

Los receptores tenian una edad media de 44.2+ 16.5 afos. 36 eran
hombres y 20 mujeres, en 18 casos(32.1%) los rifones funcionaron
inmediatamente. Se observd retraso en la funcion del injerto en 29 receptores
(51.8%). La duracion media del retraso de la funcién del injerto fue de 20 dias. 9
rifones nunca llegaron a funcionar (16.1%). La curva de supervivencia actuarial
del rindn fue de 76.4% al afo y 56% a los 5 afios. La supervivencia del paciente

fue de 89.3 % a los cinco arios.
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Después de mas de 14 anos de experiencia en nuestro hospital, el
programa de extraccion de rifiones a partir de donantes a corazon parado ha
demostrado que esta fuente de obtencion de érganos puede contribuir a la
expansion del numero pontencial de donantes. Los resultados obtenidos son muy
similares al resto de series publicadas.

El handicap principal de este tipo de rifiones es la elevada incidencia de
retraso en la funcidn inicial del injerto que segun las series oscila entre el 47 al
78.4% (H.Clinico: 51.8%) vy el elevado porcentaje de rifones que nunca llegaron
a funcionar entre 4-19% (H.Clinico: 16.1%).

Es importante conocer en profundidad lo que ocurre en un rifidn después
de un periodo de isquemia caliente (durante la parada cardiaca) y su posterior

reperfusion con el objeto de poder actuar sobre el potencial injerto.
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2. SINDROME DE ISQUEMIA-REPERFUSION

Se define como el proceso que sufre un 6rgano sometido temporalmente a la falta
de flujo sanguineo y que posteriormente es reperfundido con sangre oxigenada.
Existen tres fases bien definidas:

1. Isquemia caliente

2. Isquemia fria

3. Reperfusion

El resultado es una agresion tisular secundaria a la anoxia, a la deprivacion de
metabolitos y el acumulo de sustancias de deshecho del metabolismo que
conduce a la muerte celular.

En los donantes a corazén parado la lesion por isquemia —reperfusion es
mas importante, dado que se afade un tiempo de isquemia caliente, mas o
menos prolongado, a la habitual isquemia fria, de manera que existe un mayor
riesgo para su viablidad a corto y largo plazo.

El empeoramiento de la funcién renal debido a este sindrome es un
problema importante en el trasplante. La isquemia produce per se un dafo celular
y se continua con un posterior deterioro debido a la reperfusion. Por tanto la
entrada de sangre oxigenada puede ser mas perjudicial para el 6rgano que la falta
de la misma.

El sindrome de isquemia-reperfusién es una secuencia compleja de sucesos
trascendentales: la alteracion metabdlica a nivel celular que aparece durante el

periodo de isquemia y la lesion producida por los radicales libres
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derivados del oxigeno y otros factores que involucran el endotelio vascular y los

polimorfonucleares durante la reperfusion”®.

2.1. FASE DE ISQUEMIA. ALTERACIONES CELULARES.

Isquemia-
Inhib Bomba ATP asa
@ EFECTO DONNAN
Cl- H>0

K+

Ca*

Membrana celular

1. EDEMA CELULAR

2. ACTIVACION ENZIMATICA.DESTRUCCION MEMBRANAS
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La membrana plasmatica se altera al inhibirse la actividad de la bomba ATPasa
Na-K (transporta el Na* hacia el exterior celular y el K" hacia el interior). Con la
inhibicion de esta bomba se produce la alteraciones de los iones sodio, potasio y
calcio alterando el potencial de membrana que queda abolido. Debido a la
elevada concentracion de cloro extracelular y la presencia de elevada
concentracion protéica intracelular el cloro penetra dentro de la celula con un
cation (sodio y calcio) arrastrando agua y el potasio sale fuera para mantener el
equilibrio idnico con el espacio intersticial. Todo ello conduce al edema celular y
activacion de enzimas por el calcio como las fosfolipasas (producira la lesion de
las diferentes membranas: citoplasmatica, mitocondrial, lisosomal), proteasas,
ATPasas (depleccion de ATP) y endonucleasas (fragmentacion de cromatina)
conllevando a la muerte por citolisis.(Efecto Donnan: se crea una presién oncética
coloidal intracelular alta).

La isquemia produce también la inhibicion de la fosforilacion oxidativa a
nivel de la mitocondria, con escasa formacion de ATP, quedando paralizadas
todas las funciones celulares que requieran energia y se estimula la glicolisis
anaerobia formandose acido lactico e hidrogeniones dando lugar a la acidosis
intracelular’"®.Esta provoca la activacién de los enzimas de los lisosomas
conduciendo a la autolisis y muerte celular.

Mecanismo molecular (Fig 1 pag. 25) : En 1981 Granger, Rutili y McCord”’
fueron los primeros en proponer este mecanismo para explicar la produccion de

lesiones en el sindrome de isquemia-reperfusion: durante el periodo de isquemia
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se produce consumo de ATP por parte de las celulas para mantener la
homeostasis. EI ATP es catabolizado a ADP y AMP. EI AMP, a su vez, se
cataboliza a hipoxantina, produciéndose un acumulo de ésta. La carga energética
de las células cae y estas no son capaces de mantener el gradiente i6nico entre
sus membranas, redistribuyéndose el calcio hacia el interior de la célula
aumentando la concentracion del mismo en el espacio intracelular. Los acumulos
de xantinooxidasa y de sus sustratos: hipoxantina y xantina durante el periodo de
isquemia parecen ser los acontecimientos necesarios para producir la lesion en
las células durante la posterior reoxigenacion, puesto que llegara el oxigeno
necesario para la enzima con la consecuente produccion de radicales libres de

oxigeno.
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ATP Xantina deshidrogenasa

¢ @
ADP U ISQUEMIA

MP

< Proteasa® ca®

T

ADENOSINA bloqueantes del calcio

l v

INOSINA Xantina oxidasa<+———alopurinol

HIPOXANTINA »XANTINA —— AC.URICO
SOD catalasa/ glutation peroxidasa

02 0 — » H02 » H20

l

Fe™__ quelantes

REPERFUSION
manitol Y DMSO

OH

RADICALES SECUNDARIOS

Fig 1. Mecansimo de produccién del sindrome isquemia-reperfusion.

Los nucledtidos de alta energia se hidrolizan progresivamente durante el periodo
de isquemia, con la consecuente acumulacion de hipoxantina. Ademas, existe una
rapida conversion de xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa. En
consecuencia, tanto ésta como la hipoxantina estan presentes en exceso. Durante
la reperfusién se produce la entrada masiva de O,, a partir del cual se producen
los RLO, que son los que provocaran la lesidon del tejido. Se muestran asimismo
(en azul y cursiva) las sustancias capaces de proteger frente a esta lesion
(Modificado de Granger, Rutili y McCord)"".
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2.2. FASE DE REPERFUSION.ALTERACIONES CELULARES.

Reentrada masiva de oxigeno al tejido: el flujo sanguineo se reinstaura

llegando de nuevo oxigeno de forma importante a las células.

El exceso de Ca®" introcistoplasmatico activa la enzima proteasa que activa
el paso de Xantina-D (deshidrogenasa) a Xantina-O (oxigenasa) en presencia de
NADPH®® . La Xantinaoxidasa es la mayor fuente bioldgica de producciéon de

481 siendo la primera fuente documentada

superoxidos en tejidos postisquémicos
de produccidén de dicho radical. En los tejidos normoxicos la forma sintetizada es
la xantinadeshidrogenasa. La xantinadeshidrogenasa no puede transferir

electrones al oxigeno molecular para formar perdxido de hidrégeno o superoxido,

pero puede reducir el NAD™ (nicotinamida adeninnucleotido).

XANTINA + H;0 + NAD" jj———— > ACIDO URICO + NADH+ H’
XANTINO-D

En condiciones de baja concentracion de oxigeno como ocurre en la fase de
isquemia sucede la transformacion de Xantino-D en Xantino-O y ésta utiliza el
oxigeno molecular en lugar del NAD" produciendo superoxido y peroxido de

hidrégeno:

XANTINA + H,0 + 20, DDl:> ACIDO URICO+ 20 5+ H;0,

De esta forma se han sintentizado los RADICALES LIBRES DE OXIGENO
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2.3.ALTERACIONES ENDOTELIO VASCULAR.

Durante los ultimos 20 afios se han producido grandes avances en el estudio
del papel que desarrolla el endotelio en la dinamica vascular. El endotelio, se
creia previamente, que solo era una barrera permeable a los iones, moléculas
organicas y también una zona de efectos metabdlicos , sobretodo en la
microvasculatura pulmonar (por ej. Convirtiendo la angiotensina | en angiotensina-
Il y eliminando las prostaglandinas de la circulacion). A pesar de que estos
descubrimientos eran de importancia considerable, no preveian el importantisimo
papel del endotelio vascular como un 6érgano regulador del tono vascular
sintetizando y liberando sustancias vasoactivas, jugando un papel critico en la
regulacion hemodinamica de la microcirculacion.

Para mantener la permeabilidad de los vasos sanguineos y la fluidez de la
sangre, las células endoteliales sintetizan algunas sustancias activas, incluyendo
grandes moléculas como fibronectina y sulfato de heparina, interleukina-1,
activador de plasminogeno tisular, varios factores de crecimiento y pequefas
moléculas como prostaciclina, factor relajante derivado del endotelio (EDRF), hoy
conocido como 6xido nitrico, factor activador de las plaquetas y endotelina-1

La produccién de estas sustancias es modulada por cambios en la
concentracion de mensajeros intracelulares como el AMP. - GMP,, - Ca®** y por
interacciones entre el endotelio y sus células, plaquetas o constituyentes del
plasma.

Es importante conocer la importancia fisiolégica de las sustancias

vasoactivas (ENDOTELINA-1, OXIDO NIiTRICO Y PROSTACICLINA) su relacion en
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las funciones del endotelio y el papel desempenado en el dafo por isquemia-

reperfusion.

2.3.1.ENDOTELINA

En 1988, Yagagisawa y col ® | aislaron, a partir de un medio de cultivo de
células endoteliales de aorta porcina, un péptido de 20 aminoacidos llamado
endotelina, el cual se ha mostrado como el mas potente vasoconstrictor endégeno
‘in vivo” e “in vitro” conocido hasta ahora. Es 10 veces mas potente que la
Angiotensina-ll, vasopresina y neuropéptido Y.

El término endotelinas 3 | sin embargo, se refiere a la familia de isopéptidos
definida como ET-1, ET-2 y ET-3, que contienen dos puentes disulfuro ( Cis1-Cis
15 y Cis3-Cis11) que les confieren una estructura tridimensional con forma de
espiral coénica y aunque muestran propiedades similares, bioquimica vy
biolégicamente estan codificados por tres genes diferentes localizados en los
cromosomas 6, 1 y 20 respectivamente y su expresion esta regulada de forma
diferente segun los 6rganos y tejidos. Tienen una estructura parecida al veneno
de serpiente Actractspic Engaddensis, llamado sarafotoxina.

La sintesis de endotelina esta primariamente regulada a nivel transcripcional
(mRNA). La transcripcion de endotelinas puede estar influenciada por sustancias
vasoactivas como angiotensina-Il, vasopresina, noradrenalina y trombina, pero
también por factores de crecimiento, citoquinas, estrés e hipoxia®. La naturaleza
de estos péptidos deriva de sus grandes precursores, denominados

preproendotelinas (203 a 212 aminoacidos), los cuales seran transformados
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posteriormente en grandes endotelinas (38 a 41 aminoacidos). La proteolisis de
las grandes endotelinas a pequefias endotelinas, por el enzima convertidor de la
endotelina (ECE), es un paso necesario para que estos péptidos se transformen
en moléculas biolégicamente activas de 21 aminoacidos.

Las endotelinas tienen diferentes “origenes celulares”. En el territorio
vascular la ET-1. Es detectada s6lo en las células endoteliales; ello explica,
probablemente, que sea la principal isoforma circulante. También se ha
detectado en células no vasculares como cerebro, riidén y pulmoén. La ET-2
(humana) es prevalente en el tracto gastrointestinal , riidn, y en pequeias
cantidades en miocardio, placenta y utero. ET-3 (rata) puede encontrarse en el
torrente sanguineo pero a muy bajos niveles. Altas concentraciones de este
péptido se describen sobre todo en cerebro, riAidn, suprarrenal, pulmén e
intestino.

En mamiferos, se han identificado dos subtipos de “receptores” de las
endotelinas denominados tipo A (ETa) y tipo B.(ETg). El ETa es altamente
especifico para la ET-1 y esta ampliamente distribuido en las células del musculo
liso vascular. La union de ET-1 al receptor ETa produce la mayoria de los efectos
vasoconstrictores de este péptido. A diferencia del receptor ETp, el ETg responde
de forma igual a todas las isoformas de endotelinas, esta presente en las células
e inicialmente se pensd que estaba implicado en la vasodilatacion.
Recientemente, datos in vitro e in vivo, demuestran que media en

vasoconstriccion de vasos arteriales de humanos sanos.
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Las diversas “acciones vasculares” de las endotelians incluyen:
vasoconstriccion potente, aumento de las resistencias vasculares, efectos
presores, acciones inotropicas y cronotdpicas positivas, regulan el tono de los
vasos linfaticos, aumentan la permeabilidad vascular produciendo edema
intersticial al inducir la liberacion de TxA, %" Estan implicadas, también, en un
aumento del hematocrito ya que al producir vasoconstriccion se produce una
disminucién del volumen plasmatico y una hemoconcentracion (Goetz et col.
1988, Millez et col. 1989, Ldépez-Farre et col. 1989). Entre las “acciones no
vasculares” destacan:

-Promueven la mitogénesis de células musculares lisas vasculares, fibroblastos,
melanocitos, capilares cerebrales, células estrelladas hepaticas.

-Son potentes constrictores de la vejiga de mamiferos.

-Inductores de contracciones uterinas.

-Estimulan la produccién de testosterona por las células de Leydig.

-Implicadas en la glicogenolisis hepatica.

2.3.2. ENDOTELINAS Y RINON

En el rifdn, en concreto, las endotelinas juegan un papel importante en la
regulacion de la funcién renal. Prueba de ello es que se han identificado mRNA
para ET-1, ET-2 y ET-3 en la médula, cértex y vasos de rifiones humanos.
Péptidos activos de ET se ha localizado principalmente en las células endoteliales
de los vasos sanguineos intrarrenales, incluyendo las arterias arcuatas e

interlobares, arteriolas, venas arcuatas vecinas y células endoteliales de los
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glomérulos. El rindn es rico en receptores para las endotelinas. El receptor ETa
esta localizado principalmente en los vasos renales mintras que el ETg predomina
en los tubulos colectores; también esta presente en las células mesangiales,
glomerulares y el resto del epitelio tubular®®°.

El rindn es cerca de 10 veces mas sensible que otras regiones vasculares a
los efectos constrictores de la ET-1 . La ET-1 puede aumentar o inhibir la
liberacion de renina, participar en la regulacidon de la excrecion de sodio y agua y
liberar aldosterona actuando sobre los tubulos colectores. A nivel renal, la ET-1
puede estimular la proliferaciéon de células mesangiales y su contraccion y
también puede aumentar las resistencias vasculares conllevando una disminucion
del flujo sanguineo renal, de la filtracion glomerular y del volumen urinario®.

Estan implicadas en los mecanismos de la HTA: primero producen
vasodilatacién transitoria con la consecuente hipotension ya que pueden inducir la
liberacion de 6xido nitrico y prostaciclina (De Nucci et col. 1988 y Herman et col.
1989), para finalmente producir una sustancial vasoconstriccion: HTA por
liberacién de TxA, (De Nucci et col. 1988) y/o aumento del Ca?* (Yanagisawa et
col. 1988). Por otra parte, Sirosis contradice que los productos de la
ciclooxigenasa estén implicados en el efecto de la ET-1 sobre la tension arterial®”
También participan en la nefrotoxicidad por ciclosporina®’ y el rechazo agudo del

trasplante®%*

observado en humanos y a nivel experimental.

Jugarian un papel importante en el fallo renal agudo inducido por la
. . 2 91,94-96 . 97
isquemia-reperfusion . Whilhelm et col”® demuestran, al observar en su

modelo experimental en rata, que es sobretodo tras la isquemia, cuando se activa
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el preproET-1 mRNA y aumenta la actividad ET-1 en los capilares peritubulares
renales. También, se han observado aumentos del nivel de ET-1 tras la isquemia-
reperfusion en cerdos trasplantados de higado® y en ratas al clampar el pediculo
renal y que estos aumentos estaban correlacionados con elevaciones en la

N 919 “En un estudio de Kon et col. Se observd que, al

creatinina y el BU
inyectar un bolus de ET-1 de forma selectiva en la circulacién renal o provocar un
aumento de ET-1 (tras inducir isquemia-reperfusion en ratas al clampar el
pediculo vascular) se producia un descenso del flujo plasmatico renal y de la
filtracion glomerular secundario al aumento de las resistencias vasculares

1

glomerulares''. Espinosa et col. Demuestran en su trabajo experimental en

conejos, que también la ET-1, tras isquemia-reperfusion, contribuye al acimulo de

102

polimorfonucleares (PMN) ™ al estimular la expresién de las moléculas de

adhesion de superficie CD18 (integrinas) de estas células.

103

En estudios experimentales de trasplante renal en ratas , trasplante

hepatico en cerdos con donante a corazén parado e isquemia caliente de 90

104 106

min."™ e isquemia-reperfusion hepatica en ratas'® y perros clampando-
desclampando el pediculo vascular durante 120 min, se han observado niveles
elevados de ET-1 tras la isquemia-reperfusion. Al administrar un antagonista
inespecifico de los receptores ETp y ETg (TAK-044 en higado y BQ-123 en rifidn)
se atenua el deterioro de la microcirculacién y de la funcion del érgano y se

reduce el grado de infiltracion por PMN. Estos antagonistas podrian ser un

tratamiento potencial para su uso en clinica '%’.
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2.3.3. OXIDO NiTRICO (NO)

En 1980 Furchgott y Zawdzki usando tiras de aorta en un bafio de 6rganos
descubrieron que el endotelio de los casos era esencial para el efecto
vasodilatador de la acetil-colina. Evidenciaron que este efecto era debido a una
sustancia a la que denominaron factor relajante derivado del endotelio (EDRF)'%.
En 1987 Palmer y Moncada "% demostraron que este factor era el Oxido Nitrico.
El 6xido nitrico es un gas incoloro, escasamente soluble en agua y facilmente
oxidable''?. La molécula de NO tiene un peso molecular de 30 daltons. Contiene
un electron no pareado en su capa exterior y debido a ello posee las
caracteristicas de un radical, lo cual explica su elevada reactividad y su tendencia
a la unién con hemoproteinas reducidas. El éxido nitrico es un radical libre debido
a su electrén no pareado, es inestable en presencia de oxigeno y agua, se oxida a
nitrito y nitrato que son sus metabolitos estables. Su vida media es de 3-6
segundos, siendo el nitrito (NO3) el producto mas abundante de su catabolismo.
El NO actua activando la forme soluble de la guanilciclasa e incrementa el GMPc
a nivel de la célula del musculo liso vascular. Para ello se requiere la reduccion
del hierrro (Fe™ del hemo). EIl GMP¢ activa una proteinquinasa que fosforila las
cadenas de la miosina produciéndose relajacién del musculo liso vascular''. El
sustrato para la sintesis del NO es la L-arginina. El enzima que cataliza la
formacion del NO a partir de L-arginina es la oxidonitrico sintasa (NOS); una
dioxigenasa que existe en varias isoformas. La NOS cataliza la oxidacion del
atomo de nitrogeno de uno de los terminales guanidino de la L-arginina

generando citrulina y eliminando NO y anién superoxido. Todas las isoformas
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enzimaticas requieren L-arginina, oxigeno, NADPH como sustratos vy
flavinadeninnucleoétido, flavinmononucleétido, grupo hemo y tetrahidrobiopterina
(BH4) como cofactores ' (FIG. 3)

La familia de isoformas de la NOS se divide principalmente en isoforma
constitutiva (cNOS) e isoforma inducible (iNOS). La cNOS requiere el cofactor
Ca?* para unirse a la calmodulina y asi activarse (Ca®>* dependiente) 34 110112113,
Se conocen dos subtipos de ésta: neuronal-NOS I/ nNOS y endotelial-NOS I/
eNOS. Recientemente se ha aislado una cuarta isoforma a partir de hepatocitos
humanos: iINOS hepatica. La diferencia en la estructura bioquimica de estos

enzimas radica en el terminal NH,, mientras que el terminal COOH" confiere la

similitud entre ellas y la citocromo P4s5¢ reductasa.

L-ARGININA

NOS+NADPH+ BH4

GMP

GUANILCICLASA Z> l

GMP¢

FIG. 3. Formacion del NO a partir de L-arginina.
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El terminal nitrdgeno guanidino de la L-arginina es transformado a NO por una
oxidacion. Se requieren cofactores: NADPH, BH,4. EI NO estimula la guanilciclasa
de la célula transformandose el GMP en GMPc¢.

"0 en el rifidn de estas enzimas es la siguiente: cNOS en

La localizacion
macula densa, vasos preglomerulares, tubulos precolectores, proximales vy
distales, y asa de Henle .

Entre los factores activadores de cNOS'™ se encuentran: acetilcolina,
bradikinina, leucotrienos, FAP, aminoacidos, ione de Ca2+, estimulo eléctrico,
mastocitos, PMN y algunas neuronas. Como factores inhibidores de cNOS se han
descrito al FNTa. Factores activadores de iNOS: endotoxinas (lipopolisacaridos
de las membranas celulares bacterianas) y citoquinas (IFy, FNTa , FNTB , IL-1).
Los inhibidores de iINOS: glucocorticoides, citoquinas (TGFp, IL-4, IL-10, etc.) El
L-NAME, L-NNMA tienen efector inhibidor inespecifico sobre NOS "'+,

1617 Es un potente vasodilatador,

El NO presenta actividades biolégicas
inhibe la adherencia leucocitaria y la interaccion de las plaquetas con el endotelio
vascular, inhibe la mitogénesis y la proliferacién de las células musculares lisas
vasculares. En el rifion el NO juega un papel crucial en la regulacion de las
funciones hemodinamicas y excretoras''®'"®'"" Es un importante regulador del
tono vascular glomerular y del coeficiente de ultrafiltracion de los capilares
glomerulares. También juega un papel en la regulacion de la reabsorcion tubular

de sodio y agua. La reduccion de su sintesis provoca un aumento de reabsorcion

tubular de sodio y agua al parecer mediado por la angiotensina Il endogena. El
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descenso de NO provoca un aumento de la actividad plasmatica de renina y de
los niveles intrarrenales de A Il. El flujo sanguineo es mas sensible en la médula
que en la corteza a la disminuciéon de NO vy la actividad de la cNOS es mucho
mayor en la médula que en la corteza. La disminucidén de su sintesis provocaria
una disminucién en el flujo medular que llevaria a un mayor gradiente osmotico en
la médula y a un aumento en la reabsorcién de sodio y agua %1111,

Al tener un electron no pareado es su estructura quimica, puede aceptar
electrones y de ese modo ser scavenger del anion superoxido. Incluso puede
llegar a inhibir la produccion del mismo por los neutréfilos. Pero, por otra
parte,puede tener efecto citotdxico directo y ha sido implicado en el dafo de los
tejidos ''®. Los macrofagos son una fuente importante de produccién de NO a
partir de iINOS ejerciendo accion patogena.

Luego existe mucha controversia sobre el papel del NO. Numerosos trabajos
han intentado esclarecer el papel del NO en el dafio por isquemia-reperfusion.
Unos apoyan la hipétesis que durante este fendmeno se produce un aumento de
actividad de cNOS "'912%122: otros de iINOS '** y otros de ambos 2.

La mayoria concluye afirmando el efecto protector del NO 117124127, 120-122.128
Este jugaria un papel importante en el mantenimiento del flujo sanguineo renal
durante la recuperacion del dafio isquémico '?"'?2. Al parecer, segln Cristol "%,
seria el isoenzima eNOS el que predominaria durante la I/R sin llegar a detectarse
iNOS. No obstante, Noiri ''* opina lo contrario. Sin embargo, otros apoyan el

efecto citotoxico del NO %2 . Weight '?® sugiere que la temprana liberacion de NO

durante la isquemia caliente-reperfusion es citotoxica pero que en general
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ejerceria un papel citoprotector. En higado existe la misma controversia: a favor

del NO 232 y en contra 3134,

2.3.4. PROSTACICLINA (PGl,)

La prostraciclina fue descubierta en 1976 '° por Moncada y col a la que
llamaron en un principio PGX. Es el mayor miembro de la familia de las
prostaglandinas producidas por las células endoteliales. Tiene un fuerte poder
vasodilatador e inhibe la agregacion plaquetar activando la adenilciclasa e
incrementando el AMP¢ intracelular. Se transforma rapidamente en el plasma a 6-
Keto-prostaglandina F1, que es el metabolito estable %,

Las prostaglandinas, derivados del acido araquidonico, son transformados a
diferentes metabolitos siguiendo la via de la ciclooxigenasa. La COX sigue los
mismos caminos que la NOS ®. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
pueden inhibir este enzima bloqueando la sintesis de prostaglandinas. Se han
descrito dos isoenzimas de ciclooxigenasa, COX-1 y COX-2. Tienen un 60% de
similitud y presentan diferentes propiedades biolodgicas y farmacolégicas. COX-1
es constitutivamente expresada en la mayoria de los tejidos y esta involucrada en
la produccidn fisiolégica de las prostaglandinas.

La forma inducible, COX-2, esta presente en las células expuestas a agentes
proinflamatorios, incluyendo citoquinas, y es expresada en procesos inflamatorios.
La inhibicién de la CoX-2 por AINES puede utilizarse como medida terapéutica,
mientras que la COX-1 nos podria explicar los efectos no deseados a nivel de

estomago y rifion.
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La sintesis de la prostaciclina se inicia a partir del enzima fosfolipasa A; el
cual libera acido araquidénico a partir de los fosfolipidos de membrana. Este
enzima puede estar inhibido por los glucocorticoides, inhibiéndose asi la sintesis
de prostaciclina. El acido araquidonico, a través del enzima ciclooxigenasa (COX)
sera transformado a endoperdxidos de prostaglandinas: PGG,, un inestable
compuesto que sera ciclado y oxigenado por una peroxidasa a PGH..
Dependiendo del tejido y tipo de célula, la PGH, es transformada a PGE,, o,
mayoritariamente, a PGl, por la prostaciclinsintasa en las células endoteliales y
musculares lisas. A nivel de macrofagos y plaquetas la PGH, es transformada a
tromboxano A, a través de la tromboxanosintasa '*’. Estos dos eicosanoides
representan biolégicamente polos opuestos en el mecanismo que regula la
interaccion de las plaquetas con el endotelio. EI TXA, contrae el musculo liso,
induce la agregacion plaquetar, sin embargo la PGl, posee un potente efecto
vasodilatador y antiagregante plaquetar.

El TXA; y la PGI, rapidamente son hidrolizados de forma no enzimatica a
metabolitos estables pero no activos: TXB; y 6-Keto-PGF,, medibles en plasma y
orina.

La produccion de protaciclina, al igual que el resto de PGs puede estar
activada por perturbaciones quimicas o mecanicas de las membranas celulares
38 Farmacos, presion pulsatii y numerosos mediadores enddgenos pueden
inducir la formacion de prostaciclina a partir de células endoteliales. Algunas
sustancias enddgenas derivadas del plasma como bradiquinina, trombina y otras

liberadas por las plaquetas, como serotonina, PDGF, IL-1 y adeninnucleétidos

38



SINDROME DE ISQUEMIA-REPERFUSION

pueden estimular su sintesis. “Inhiben” la sintesis de prostaciclina: Antagonistas
del Ca2+, captopril, dipiridamol, diuréticos, nitratos, estreptoquinasa, AINES,
glucocorticoides, lipoperoxidos (estos inactivan a la prostaciclinsintasa).

Entre las propiedades biologicas de la prostaciclina, se encuentran, ademas
de las ya citadas: vasodilatacion y antiagregacion plaquear. A nivel renal,
mantenimiento del flujo sanguineo renal (mas importante en la médula que en el
cortex) y filtracion glomerular, regulan la eliminacién de Na* y agua debido a su
efecto tubular directo, mas evidente en la porcidon gruesa del asa ascendente de
Henle. Existe una importante interaccién entre el NO y las PGS en la regulacion
aguda y a largo plazo de la funcién renal: las prostaglandinas contribuyen a
mantener la hemodinamica y la funcidon excretora renal cuando se reduce la
produccion de NO .

El balance entre prostaciclina y tromboxano es un factor importante respecto
a la modulacion del dafio producido por la isquemia-reperfusion. Inhibidores de la
tromboxanosintasa pero no de la ciclooxigenasa previenen de la NTA tras la
isquemia renal. Se cree que es debido a la estimulacion de la produccion
enddgena de prostaglandinas vasodilatadoras (PGE4, PG,) .

Son numerosos los trabajos que indican que la administracion de inhibidores

de la sintesis del TXA; tienen un efecto citoprotector en el dafio por isquemia-

142-144 145-147

reperfusion no solo en el rifidn sino también en el higado y en
pancreas ' También, la adnministracién de analogos de la prostaciclina

atenuan el dafio por isquemia-reperfusion mejorando el flujo renal y la filtracion
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glomerular, facilitando la recuperacion de las células tubulares dfiadas a nivel

| 149-151

rena , mejorando la microcirculacién hepatica y atenuando la depleccion

energética y la lipoperoxidacion °21%3,

Endotelina, oxido nitrico, prostaciclina y tromboxano actuan conjuntamente

interaccionando entre si y modulando el dafio por isquemia-reperfusion.

PLAQUETAS w

TROMBINA

BRADIQUININA

Y HEMOGLOB.

ESTRES 5HT, ADP PGI, NO

CEL. ENDOTELIAL

Ac.Araquidénico L-Arginina ET-1

o

CEL M. LISO
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La estimulacién de los receptores de las células endoteliales por serotonina
(5HT) o adenosindifosfato (ADP) liberados de las plaquetas, trombina y
bradiquinina, o sustancias liberadas por situaciones de estrés, activan la célula
que, a partir del acido araquidénico, genera prostaciclina (PGl,). Esta, relaja el
musculo liso vascular e inhibe la agregacion plaquetar incrementando los niveles
de AMP.

El 6xido nitrico (NO) formado a partir de L-arginina también relaja el musculo
liso e inhibe la adhesidén y agregacion plaquetar pero incrementando los niveles
de GMPc¢. El aumento simultaneo de AMP¢c y GMPg, por parte de NO y de PGly,
hace que de forma sinérgica, estos inhiban la agregacion plaquetaria’™* . La
hemoglobina inactiva al NO.

La endotelina-1 (ET-1) se une por medio de su receptor a las células
endoteliales causando la fosforilacion de la mioglobulina al incrementar el calcio
en las células del musculo liso produciendo su constriccion. EI mecanismo de
liberacion de la endotelina a partir de las células endoteliales no se conoce con

exactitud.
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2.3.5. LESION TUBULAR RENAL SECUNDARIA AL DANO POR
ISQUEMIA-REPERFUSION

Como consecuencia del dano por isquemia-reperfusion, se produce una
alteracion del riidn a transplantar provocando una necrosis tubular aguda en
mayor o menor grado que puede afectar la funcién y viabilidad del 6rgano, incluso
llegar a necrosis cortical con la pérdida definitiva de éste.

La NTA, como su nombre indica, consiste en la muerte de las células de los
tubulos renales. Estas liberan sus enzimas al exterior pudiendo ser marcadores
de dicha lesion y de la viabilidad el 6érgano. La idea de estudiar la viabilidad de
rinones sometidos a dafo por isquemia antes del trasplante determinando
enzimas de lesion renal como marcadores no es nueva. En la década de los
setenta la LDH era medida en el flujo venoso de rifiones perfundidos. Sin
embargo, debido a la distribucién heterégenea de este enzima en el tejido renal,
no es un marcador especifico del dafno por isquemia.

2.3.5.1. a-GST

A finales de los 70y principios de los 80", Feinfeld y Cho investigaron el uso
de una ligandina en estudios de viabilidad de rifiones a trasplantar. La Ligandina
actualmente es conocida como Glutation-S-Transferasa (GST). Mas tarde se
descubrieron mas subgrupos de GST denominandose GST basica, acida y
neutra. Tras la introduccién de técnicas inmunohistoquimicas las diferentes

isoformas fueron divididas en a-GST, n-GST y u-GST.
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La funcién mejor establecida de este enzima '°

es la conjugacion del
glutation reducido con sustancias electrofilicas. Otra de las funciones incluyen
transporte y captacién de aniones organicos y participacién en la sintesis del
leucotrieno C. También tiene actividad peroxidasa organica convirtiendo perédxidos
toxicos en alcoholes inactivos.

Este enzima es un componente abundante de las células. Por ejemplo, 2-5%
de las proteinas citoplasmaticas de los hepatocitos y de las células epiteliales
tubulares renales esta constituidas por glutationtransferasas. La o-GST esta
formada por dos subunidades distintas, codificadas por dos genes diferentes,
mientras que la u—GST solo por uno. Tiene un peso molecular aproximado de 50
Kd.

Estudios bioquimicos han demostrado una distribucion heterogénea de la o y

de lau—GST en varios tejidos '°

. En riAén, en concreto, la a-GST se ha
localizado a nivel del tubulo proximal y la =-GST en tubulos distales y colector,
estando ausente en el proximal.

Las células del tubulo proximal son mas vulnerables a la isquemia debido a
que son oxigeno-dependientes y requieren mucha energia. Al ser lesionadas,
liberan sus enzimas hacia el exterior. El enzima o-GST sera liberado de forma

temprana durante la isquemia mientras que n-GST necesitara de mayor tiempo de

isquemia para poder ser detectado ya que, los tubulos colectores resisten mucho
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mejor tiempos de isquemia prolongados. Como marcador de viabilidad renal es

mas sensible el enzima a—GST que no el &. Si llegamos a detectar =, implicaria

tiempos de isquemia muy prolongado y seguramente ya estaria afectada la
viabilidad del organo. Podria ser un factor determinante en la exclusion de
injertos.

Numerosos estudios demuestran la relacién entre niveles elevados de a-
GST en orina y dafo tubular renal poniendo de manifiesto su importancia como
marcador para predecir la viabilidad del riién a transplantar '® y como
monitorizacion de complicaciones tubulares renales secundarias a : nefrotoxicidad
por CsA y antibidticos, NTA, infarto renal en pacientes transplantados y
rechazo'""0",

En rifones procedentes de donantes a corazén parado se esta utilizando la
determinacién de a-GST en la maquina de perfusion pulsatii como marcador de

viabilidad del injerto '°%"%*. También, en trasplante hepatico, el nivel en plasma de

a-GST es un marcador sensible del dafio heptocelular .

2.3.5.2. B-N-Acetilhexaminidasa

Al igual que la a-GST, la B—N-Acetilhexosaminidasa, conocida por N-acetil--
glucosaminidasa, también es un marcador de lesién renal. Se trata de una enzima
de estructura dimérica caracterizada por Srivastava y Beutler. Esta compuesta por
dos subunidades no idénticas, una acida tipo o y otra basica tipo . Las dos

subunidades son codificadas por dos genes distintos, localizados en los
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cromosomas 15 y 5 respectivamente, a los que se les denomina HEXA y HEXB.

Las dos cadenas presentan un elevado grado de homologia en su secuencia de

aminoacidos, con un 57 % de identidad. Igual ocurre con los genes. Las
subunidades a y B tienen distintos centros activos y deben actuar conjuntamente
ya que los monomeros no son activos cataliticamente. La isoenzima A (af) tiene
una amplia especificidad de sustrato pudiendo hidrolizar todas las glicoproteinas,
glicolipidos y glicoaminoglicanos que existen en las células humanas. La
isoenzima B () tiene una especificidad similar , excepto el gangliésido Gyz.

Las dos subunidades polipeptidicas se sintetizan en el reticulo
endoplasmatico rugoso y son translocadas hasta los lisosomas de las células
tubulares proximales renales. Los polipéptidos precursores, de masa molecular
elevada, (70.000 para la subunidad o, 67.000 para la B), sufren procesos de
transformacién dando origine a las formas maduras (55.000 para ambas
subunidades).

La primera aplicacion clinica de la enzima se hizo en el diagnostico de las
gangliosidosis GM, como la enfermedad de Tay-Sachs y enfermedad de
Sandhoff. También en distintas situaciones fisiopatolégicas como cirrosis,
colestasis, enfermedades hepaticas cronicas, diabetes mellitus en la que es un
indicador precoz de la disfuncion tubular renal de la nefropatia diabética y

diabetes gestacional.
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Debe senalarse la gran sensibilidad y especificidad diagnostica de la
concentracion urinaria de la enzima como marcador de dano tubular de distinta

etiologia "®"'®° : tubulopatias en trabajadores industriales del cadmio y cromo '”°,

nefrotoxicidad por farmacos, cancer (vesical, leucemias agudas, mieloma 171),

NTA y rechazo en el trasplante renal '’
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3. RADICALES LIBRES DE OXIGENO

Una molécula normal consiste en un par de electrones opuestos en giro
(spin) y circulando en una misma Oorbita.

El radical libre (RL) contiene un numero impar de electrones. Si dos RL
reaccionan entre si ambos son eliminados, pero si reacciona con una molécula
normal se produce un nuevo radical.

Los radicales libres de oxigeno son metobolitos téxicos que presentan
estados intermedios de reduccién electroquimica del oxigeno al agua® "%, Por

ello participan en multiples reacciones, pueden servir como oxidantes y como

reductores.

SUPEROXIDO 0+ € 02
PEROXIDO DE HIDROGENO 02+ 0y H, 02 + 02
RADICAL HIDROXILO H20 H* + OH"
OXIGENO SINGULAR 0"+ Hyx0, '0,+ OH"+ OH

Los RLO se producen durante la fase de reperfusion por lo que la
entrada de oxigeno en el tejido es mas nocivo que la producida por la propia
isquemia’’®.

El organismo normalmente elimina el 95% del oxigeno transformandolo
€en agua en una reaccion catalizada por la citocromo oxidasa mitocondrial. No
obstante un 5% del oxigeno se elimina a través de la denominada reduccién
univalente del oxigeno, es decir el oxigeno pierde un electron cada vez dando
lugar a los denominados radicales libres de oxigeno, sustancias con un numero

impar de electrones.
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3.1.TOXICIDAD RADICALES LIBRES.

Desde el punto de vista quimica, el anidon superdxido es un buen agente
reductor pero tan solo un moderado agente oxidante. Desde el punto de vista
bioldgico, existen numerosas evidencias de la citotoxicidad del superdxido en
multiples circunstancias. El hecho de que una substancia con moderada
reactividad desde el punto de vista quimico se le atribuya una considerable
toxicidad biolégica puede sorprender a un quimico, pero no a un bidlogo.
Existen numerosos ejemplos de compuestos de baja reactividad quimica (ej.
Cloruro potasico, cianuro sodico o la toxina del veneno de cobra) que producen
reacciones letales cuando son inyectados en un animal. Por tanto, la
citotoxicidad no siempre es sindbnimo de reactividad organica.

La toxicidad del superoxido es el resultado del ataque directo o indirecto
a nivel molecular por parte del superdéxido o bien por radicales generados

secundariamente '7°.

3.1.1.TOXICIDAD DIRECTA.
- Mediante modificaciones de los acidos nucleicos y rupturas del ADN '7¢177,
- Mediante despolimeracion de mucoplisacaridos y del acido hialurénico, asi
como degradacion del colageno '°.

- Mediante inactivaciones enzimaticas '’°, en particular por oxidacién de grupos

sulfhidrilo, lo cual puede igualmente alterar la integridad de las membranas.
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3.1.2.TOXICIDAD INDIRECTA.

Se manifiesta mediante el proceso de lipoperoxidacién, que constituye la
oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados contenidos en los fosfolipidos
de las membranas celulares. De ello resulta una reacciéon en cadena con
formacion de radicales libres intermedios que son altamente reactivos y, por
tanto, extremadamente téxicos '®*'®'. Esta reaccién en cadena finaliza con la
formacion de aldehidos o por la unién de dos radicales lipidicos o bien por la
formacion de un compuesto ciclico. Los productos mas conocidos son los
eicosanoides, acidos grasos de 20 atomos de carbono, que pueden ser de dos
tipos: prostanoides (protaglandinas, tromboxano, prostaciclina) y leucotrienos,
que derivan del acido araquiddnico por las vias de la ciclooxigenasa o de la
lipooxigenasa. El acido araquidénico se sintetiza gracias a la accién de la
fosfolipasa A, sobre los fosfolipidos de la membrana celular "848,

La riqueza en acidos grasos insaturados de las membranas celulares e
intracelulares sugiere la gravedad de las lesiones de membrana que pueden
llevar a la apoptosis .

3.2.EFECTOS DE LOS RADICALES LIBRES DE OXIGENO EN
PATOLOGIA MEDICA.

Existen diversas circunstancia clinicas en las que los RLO han sido
implicados, bien directa, bien indirectamente, en su patogenia.

Una situacion clinica en que se hace evidente la accion de los RLO es
durante el proceso inflamatorio. Toda lesidn celular atrae las llamadas células

proinflamatorias: neutréfilos polimorfonucleares, monocitos, macrofagos y
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plaquetas. Su respiracion celular y por ello su consumo de oxigeno aumenta

% En los fagocitos el 0, se produce gracias a la enzima NADPH oxidasa

ligada a la membrana. La produccion de 07, y de H»0, y también de OH" y la de

oxigeno singular ( por la interaccion de una mieloperoxidasa en presencia de

cloro) y su liberacién en el sector extracelular, estimula las vias de la ciclo y

lipoxigenasa. De esto resulta la produccién de prostanoides y leucotrienos que

agravan el trastorno de permeabilidad de la membrana y también de un factor
quimiotactico . Se crea asi un circulo vicioso donde el calcio juega un papel
esencial. La alteraciéon de la permeabilidad de la membrana conlleva un
aumento masivo del flujo de calcio al interior de las células lesionadas; se
sabe ademas que el calcio es un potente activador de las fosfolipasas "% y que
igualmente, puede desencadenar la produccion de RLO por parte de los
neutrdfilos polimorfonucleares '®. La inactivacion de la ATP-asa Na-K situada
en la membrana hace que el sodio sea retenido en el interior de las células lo
cual provoca una entrada de agua en la célula creando un edema citotdxico.

Este es uno de los mecanismos fundamentales del organismo para lisar

bacterias.

Existen varios cuadros patolégicos en los que existen trastornos de este
mecanismo, a saber:

e Granulomatosis séptica cronica : se producen infecciones de repeticion que
llevan a la muerte, los leucocitos muestran un gran déficit en el consumo de
oxigeno y son incapaces de producir 07 188189,

e Déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa : existe una gran sensibilidad a

las infecciones si su tasa es inferior al 5 % de la normalidad '%%'°"
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o Déficit de mieloperoxidasa : se producen sobre todo infecciones por

levaduras'%?.
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4. ANTIOXIDANTES

El rindn es un d6rgano donde se ha puesto mas de manifiesto el dafio
producido por el fendmeno de isquemia-reperfusion. En el animal de
experimentacion se ha comprobado que durante la preservacion hay una
disminucién del ATP que se acompaina de la aparicion de sus productos de
degradacion y la produccidn de hipoxantina e ionosina que en la fase de
reperfusion del injerto contribuyen al dafo celular a partir de la xantino-oxidasa
y la consiguiente produccion de los RLO. Por ello, en unas primeras
investigaciones se penso que el mantenimiento de los niveles energéticos de
las células con la administracion de ATP en los injertos renales preservados, se
acompanfaria de una disminucion del dafio celular postrasplante. Sin embargo,
ha sido el empleo de los farmacos bloqueadores de los RLO (antioxidantes o
“scavengers”) los que han demostrado un efecto beneficioso en la funcion del
injerto trasplantado.

Antioxidantes: son una serie de sustancias enzimaticas que posee el
organismo para reducir los RLO:

e S.0.D. ( Superéxido dismutasa)

e CATALASA

e GLUTATION PEROXIDASA

e GLUTATION REDUCTASA

53



ANTIOXIDANTES —SCAVENGERS

4.1.S.0.D.
Descubierta en 1969 por McCord y Fridovich'®®. Cataliza la reaccién de dos

aniones superoxido (072) para formar perdxido de hidrégeno (H202), es decir:

0_2 + 0-2 + 2H+ S.0.D. > H202 + 02

Las superéxidos dismutasas forman un conjunto de enzimas que estan
presentes en casi todas las células. Sélo los organismos anaerobios y escasas
bacterias aerobias carecen de SOD, ya que su funcion fisioldgica consiste en la
eliminacién de los radicales superédxido producidos en las reacciones del
metabolismo aerobio'®* -

Se conocen 3 formas de SODs segun el metal que utilizan como
cofactor. Estas a su vez pueden dividirse en dos familias filogenéticas
diferentes: CuZn-SODs y Fe/Mn-SODs.

Como las concentraciones del radical superdoxido son normalmente
bajas, la reaccion depende de su difusion. Sin embargo, la asociacién del
enzima con su sustrato no es una simple cuestién de difusion y colision. La
estructura submolecular de la enzima, la distribucién de carga electrostatica, y
las interacciones hidrodinamicas, pueden afectar tanto la difusion del radical
superoxido como su asociaciéon con la enzima. Se ha encontrado que el campo

eléctrico de la SOD favorece 30 veces la velocidad de asociacion del aniéon?®".
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En los eucariotas existen tres tipos de SODs de diferente localizacién:
Mn-SOD mitocondrial, CuZn-SOD citosélica y CuZn-SOD extracelular.
En el citoplasma, la eficiencia de la proteccién que la CuZn-SOD puede
proporcionar a las proteinas citosolicas depende de:
e Elritmo de produccion del radical superoxido.
e La distribucion de la enzima en relacion con las proteinas.
e La velocidad de reaccion relativa del radical superoxido con dichas
proteinas y con la CuZn-SOD.
El gen que codifica este enzima se encuentra ubicado en el cromosoma
21 y especificamente en el segmento extra (21922) que aparece en el
sindrome de Down, de ahi que los niveles de SOD se encuentren elevados en

la generalidad de estos casos.

4.2.GLUTATION PEROXIDASA
La forma clasica o citosdlica de la glutation peroxidasa (cGPx) fue la

19 posteriormente se describieron otras

primera selenoproteina identificada
formas. Glutation peroxidasa fosfolipido hidroperdxido fue descrita en 1982
PHGPx'% . Existiendo dos formas, una en el plasma (pGPx) y la intestinal (GI-
GPx). Esta ultima s6lo se ha detectado en el tejido intestinal de la rata, en el
ser humano existe pero a nivel hepatico. Estas tres formas, cGPx- pGPx-GI-
GPx, son homotetrameros y la PHGPx es un monémero, lo que le proporciona

un tamano muy inferior, que junto a su superficie hidrofdbica le habilita para

implicarse en procesos reactivos a nivel de membranas celulares.
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-Funciones de la GPx'%:

Antioxidante: es la funcién mas importante y conocida, descubierta
hace mas de 40 afios '%°.

Senal de las citokinas: esta basado en estudios de TNF
activador del NF-KB (nuclear factor) en lineas celulares
derivadas de linfocitos'. Las evidencias son: se ha
demostrado que los inhibidores de la ciclo-oxigenasa y de
la lipo-oxigenasa inhiben la actividad del NF-kB'®® ; Ia
actividad de la ciclo-oxigenasa depende del tono de
hidroperoxidacién, que a su vez es regulado por la GPX.
Apoptosis: la mayoria de estudios se han realizado con
lineas celulares linfocitarias se cree que esta capacidad es
generalizada a cualquier estirpe celular.

Infeccidon por HIV: las células T infectadas por HIV presenta
una disminucion de su actividad de GPx induciendo a la
apoptosis de estas células, observando la disminucion de
la poblacion de T-helper tan tipica de los pacientes con
SIDA.

Barrera intestinal: la isoenzima GIGPx es una barrera a
nivel absorcion intestinal contra hidroperéxidos derivados

de la dieta.
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e Espermatogénesis: en estudios experimentales en ratas se
ha objetivado la presencia de dicha sustancia a nivel de la
membrana mitocondrial del espermatozoides
(representando mas de un 50% de los componentes de la
membrana), a parte de su actividad antioxidativa a nivel

del citosol.

4.3. GLUTATION REDUCTASA 2%2

Pertenece al sistema glutation peroxidasa/glutation reductasa. La
glutation reductasa es una flavoenzima dependiente del nicotinamin adenin
dinucleotido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reduccién del glutation
oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) el cual sera utilizado por la
glutation peroxidasa (GPx) para la reduccion del peroxido de hidrégeno (H205)
y de los lipoperdxidos. Es decir, que tiene una funcion de pivoteo en el estrés
oxidativo. La glutation reductasa se encuentra en todos los organismos
aerobicos asi como como en algunas plantas superiores por lo que aparenta
ser una enzima cuasi universal 2932%4,

El sistema antioxidante GPx/GRd esta relacionado con otros sistemas
antioxidantes como el superoxido dismutasa/catalasa (SOD/CAT). Se ha
observado que ambos sistemas no actuan a la par, la CAT actua en presencia
de altas concentraciones de H;O, y a bajas concentraciones actua la GPx. La

actividad de la CAT y de la GPx esta inversamente correlacionada, mientras

que la CAT y la GRd presentan correlacién positiva 2%.
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-Funciones:

LA GRd permite mantener concentraciones de GSH en la célula no s6lo
para ser utilizado por la GPx en la eliminacién del H202; este GSH es de
utilidad en la recuperacion de las vitaminas C (acido ascérbico) y E (alfa-
tocoferol) luego de participar en la eliminacion de radicales libres generados in
situ o a distancia. El GSH intervienen ademas en la detoxificacion de
compuestos xenobidticos, el almacenamiento y transporte de cisteina, la
regulacion del balance redox de la célula, el metabolismo de los leucotrienos y
de las prostaglandinas, la sintesis de los desoxirribonucledtidos, la funcion
inmunoldgica y la proliferacion celular 2°%2°.

Por tanto la alteraciéon de la actividad de la GRd provocara disminucién en las
concentraciones de GSH dando lugar a un aumento en los niveles de especies
reactivas del oxigeno 2'".

-Cancer: el tratamiento de células tumorales con hidroxiurea y otros agentes
que danan el DNA ha incrementado, experimentalmente, el potencial de
metastasis de estas células. Parece ser que esta droga induce la resistencia al
dafo oxidativo.

En estas células la actividad de GRd y GPx y los niveles de GSH fueron
mayores.

El papel de los antioxidantes en las células tumorales incrementa su capacidad
metastasica y la respuesta celular a la quimioterapia 2'2.

-Diabetes mellitus: la union no enzimatica de azucares a proteinas (glicacion)

es un fendémeno biolégico comun que esta incrementado en la diabetes. La
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GRd es susceptible a ser glicosilada y desarrollar una actividad alterada ya
que la glucosa, la glucosa-6-fosfato y la fructosa provocan una inhibicion
dependiente del tiempo de la actividad de la enzima, lo que provoca la catarata
en pacientes diabéticos. La enzima puede ser protegida de la glicosilacion por
algunos medicamentos como la aspirina, que pueden ser usado para prevenir
las cataratas en el diabético 2'°.

Respecto a la etiologia se ha planteado la destruccion de las células
por el efecto toxico de las especies reactivas del oxigeno como resultado del
flujo de células inflamatorias en el pancreas, por lo que la deficiencia de
enzimas antioxidantes podria ser la base de la susceptibilidad a la diabetes '*.
-Obesidad: la ingestion de dietas ricas en grasas favorece la disminucion de la
actividad GRd asi como de la GPx en el corazon y otros érganos 2'°.

-Ulcera péptica: estudios en Ulceras experimentales se encontré en la mucosa
gastrica una depresion del sistema GPx/GRd. Ademas se realizaron estas
determinaciones en ratas tratadas con tabletas de proteinas y se observo una
alta eficiencia terapéutica de éstas y un efecto importante en la normalizacion
del sistema glutation '°.

-Enfermedad de Parkinson: existe una disminucion de las concentraciones
de GSH en la sustancia nigra del cerebro y esto ha sido atribuido a un
aumento del recambio de la dopamina y a la desaminacion oxidativa que

provoca la formacion de H,0,%"".
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-Ejercicio fisico y envejecimiento: se ha demostrado que durante el ejercicio
fisico y el envejecimiento este sistema antioxidante sufre una importante
alteracion. Las enzimas antioxidantes SOD y CAT del higado y el miocardio
muestran una disminuciéon general a edades mayores, mientras que las
enzimas relacionadas con el GSH (GRd y GPx) en el higado y en el corazén
aumentan significativamente. Las enzimas antioxidantes del musculo

esquelético estan uniformemente elevadas durante el envejecimiento 2822,
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5. HIPOTESIS

La utilizacion de rifnones procedentes de donantes a corazén parado para
trasplante ha demostrado su interés y es una realidad en la practica clinica.

El hecho que caracteriza mas a estos donantes es el fendmeno del sindrome
de isquemia-reperfusion. En el donante a corazéon parado existen 3 periodos bien
distintos: a)Parada cardiaca: isquemia caliente ; b)Recirculacion: reoxigenacion
celular y c)Conservacion: isquemia fria.

Lo mas notable del Sindrome de isquemia-reperfusion es la produccion de
radicales libres de oxigeno (RLO), responsables del dafio celular que marcara la
viabilidad el injerto. Los antioxidantes son sustancias naturales que el organismo ha
desarrollado para neutralizar a los radicales libres.

La producciéon de RLO es proporcional al grado de lesién isquémica, por lo
que mayores tiempos de isquemia caliente daran lugar a mayores concentraciones
de RLO, lo que se traducirda en un mayor consumo de antioxidantes durante la
recirculacion y la reperfusion.

Sin embargo no existe una descripcion en la literatura del comportamiento de
los principales antioxidantes en un modelo con lesién isquémica grave, medidos
tanto en la fase de isquemia como en la de reperfusion.

Correlacionando el nivel de antioxidantes con el grado de necrosis cortical
renal podria ser posible reconocer aquellos rifiones viables para trasplante y
establecer el tiempo maximo de isquemia a partir del cual los riflones no serian
aptos, y poder asi aumentar de forma efectiva el numero de 6rganos a trasplantar,

sin asumir el riesgo de fallo primario del injerto.
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Sde de Isquemia-Reperfusion

Antioxidantes

l Antioxidantes

El nivel tisular de antioxidantes nos indicara el consumo o recuperacion de
estas sustancias y por tanto indirectamente la presencia o no de RLO. De forma
secuencial, analizando los niveles de antioxidantes en las diferentes fases del
experimento ( trasplante experimental con rindn procedente de donantes a corazén

parado), podremos predecir la viabilidad de los injertos.

62



OBJETIVOS

6. OBJETIVOS

La presente tesis ha sido planteada atendiendo a dos objetivos mayores y una

serie de objetivos menores derivados de los primeros:

1-Caracterizar la evolucién de los antioxidantes (SOD, glutation reductasa y glutation
peroxidasa) en un modelo de trasplante renal con lesion isquémica grave.
Dentro de esta caracterizacion pretendemos conocer:
a) La influencia de la recirculacion con bomba de by-pass cardiopulmonar en los
niveles de antioxidantes.
b) La influencia de los tiempos de isquemia progresivos en los niveles de
antioxidantes y
c) La evolucién de los antioxidantes en el grupo de rifiones que se van a comportar

como viables respecto a los que no seran viables.

2- Determinar si los niveles de antioxidantes en los momentos predeterminados
(basal, final isquemia caliente, final de bomba de recirculacion, final de isquemia fria
y tras una hora de reperfundido el injerto) o las variaciones de los mismos en las
diferentes fases (isquemia caliente, recirculacién, isquemia fria y fase de

reperfusion) pueden ser utilizados como marcadores de viabilidad.
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7. MATERIAL Y METODOS

Los animales del estudio son cuarenta pares de cerdos de un peso
aproximado entre 20 y 30 Kg.
De acuerdo con los objetivos establecidos previamente se estudiaran

cuatro grupos, cada uno de ellos con diez pares de cerdos.

Grupo 0 (n= 10 pares). Control. Donante a corazén latiente.

Grupo 1 (n= 10 pares). 40 minutos de isquemia caliente sin bomba.

Grupo 2 (n=10 pares). 40 minutos de isquemia caliente y recirculacion durante
30 minutos a 37°C.

Grupo 3 (n=10 pares). 90 minutos de isquemia caliente y recirculacion 30

minutos a 37°C.

El estudio experimental realizado se basa en el siguiente disefo:
1-Premedicacion y anestesia del animal donante.
2-Incisidn de laparotomia media xifopubiana.
3-Diseccion de aorta y cava a nivel caudal, canulando ambas.
4-Heparinizacion del animal donante.
5-Provocacién de la parada cardiaca: 40 y 90 minutos de isquemia caliente.
6-Recirculacion en bomba durante 30 minutos a 37°C
7-Preservacion a 4°C durante 6 horas.

8-Preparacion del animal receptor.
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9-Nefrectomia bilateral en el receptor.
10-Implante del injerto renal. Fin del periodo de isquemia fria.
11-Control y seguimiento durante 5 dias postoperatorios

12-Sacrificio del animal al quinto dia.

7.1.-INFRAESTRUCTURA Y APARATAJE DEL QUIROFANO

La actividad quirurgica experimental de nuestro Servicio se inicié en enero
de 1996 en las instalaciones de Cirugia de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Autonoma de Bellaterra. A partir de septiembre de 1996 el
Departamento de Cirugia Experimental de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Barcelona poseia las instalaciones necesarias para llevar a
cabo la extraccion e implantacion renal al animal de experimentacién, motivo
por el cual nos trasladamos a estas instalaciones.

Para poder realizar esta labor, fue necesario desarrollar y poner a punto
por primera vez todo el modelo experimental de trasplante renal en el cerdo.
Durante los meses de Enero a Marzo de 1996 se procedié al montaje e
instalacion del utillaje preciso para realizar el trasplante.

La realizacion de un trasplante renal necesita la utilizacion de

monitorizacion tanto en el acto anestésico como en el acto quirurgico.

Material minimo a nivel de quiréfano para proceder:

-Ventilacion mecanica (respirador Temel®).
-Monitorizacion de presiones y electrocardiograma (Hewlett-Packard ®).
-Analizador de gases (Ciba-Coming®).

-Oxigenador pediatrico (William Harvey-H-300- Bard pediatrico ®)

66



MATERIAL Y METODOS

- Bomba de by-pass de rodete Stockent-Shiley.
-Bisturi eléctrico (Magari 1, Cuatro S.A.)
-Aspirador de campo quirurgico ( Ordisi S.A.)

-Calentador de sueros.

7.2.-ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y SU PREPARACION

PREOPERATORIA

Los animales de estudio son 40 pares de cerdos de raza ibérica, de peso
entre los 20 y 30 Kg, divididos en donantes y receptores. Todos los animales
han sido suministrados por la misma granja especializada.

El cerdo utilizado como animal de experimentacion en el campo del
trasplante renal es ideal ya que posee una anatomia y fisiologia muy similar al
humano. Ademas, es un animal domesticable, de crecimiento rapido y
procreacion elevada. Sin embargo hay que tener en cuenta que es de
naturaleza muy labil y sensible a las situaciones de estrés por lo que su manejo
debe ser cuidadoso para evitar la muerte del animal durante su preparacion
para la intervencion.

Todos los animales se han mantenido en las mismas condiciones
ambientales, donde se les proporciona agua y pienso ecolégico sin aditivos.
Tanto los donantes como los receptores son sometidos a un periodo de ayunas
de 24 h previo a la cirugia, pero se le permite hidratacion libre.

Se realiza en todos ellos una premedicacién con Azaperona intramuscular

a dosis de 10mg/Kg de peso. Quince minutos después, se trasladan al
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quiréfano donde se canaliza la vena del pabellon auditivo y se realiza la
induccion anestésica con Tiopental sédico endovenoso a dosis de 15 mg/Kg y
se procede a la intubacién orotraqueal y ventilacion controlada del animal.

Una vez anestesiado, colocacion en decubito supino sobre la mesa
quirurgica. Se realiza un lavado de todo el abdomen, térax y cuello con agua-
jabén y yodo-povidona. Se rasuran zonas donde colocaremos electrodos de

monitorizacion electrocardiografica.

7.3.-DISENO DEL ESTUDIO

Establecer un modelo experimental aceptable de parada cardiaca o
isquemia caliente resulta dificil ya que clinicamente existen varios tipos de
donantes inestables y muchas formas de llegar a la parada cardiaca. En
nuestro modelo, se ha optado por la provocacion de la parada cardiaca
mediante inyeccion intravenosa de 20-30 mEq de KCI. Se trata de un método
sencillo y rapidamente eficaz para lograr un periodo de isquemia caliente
homogéneo y bien controlado, esto permite su reproducibilidad en todos los
grupos del estudio.

Los pares de animales son divididos en 4 grupos. Se detallan a
continuacion las caracteristicas de cada grupo:

GRUPO 0 (n= 10 pares). Control. Extraccion a corazon latiente del rifidn
donante posterior a la reperfusion renal con un litro de solucién fria de UW y
almacenaje en nevera a 4°C durante 6 horas, tras las cuales se realiza el

trasplante.
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GRUPO 1 (n= 10 pares). Periodo de parada cardiaca de 40 minutos

seguido de perfusion renal con un litro de solucion fria de UW.

GRUPO 2 (n= 10 pares). Periodo de 40 minutos de parada cardiaca y

recirculacion durante 30 minutos a 37°C.

GRUPO 3 (n=10 pares). Periodo de 90 minutos de parada cardiaca,

seguido de 30 minutos de recirculacion con bomba a 37 °C.

7.4.- MODELO DE TRASPLANTE RENAL EN EL CERDO.

7.4.1.-TECNICA ANESTESICA

Después de la preparacion preoperatoria (premedicacion con Azaperona a
dosis de 10mg/Kg/peso e induccion con Pentotal a dosis de 15mg/Kg) e
intubacion de la via aérea del animal, se procede a la ventilacion mecanica
(Engstrom ) con oxigeno al 100%, empleando un volumen total necesario para
mantener la fraccidon espirada de CO2 ("ETCO") entre 30 y 40 mmHg. La
anestesia se mantiene con isofluorane al 0,7- 1% y el bloqueo neuromuscular
con Besilato de Atracurio (10mg/hora). La analgesia intraoperatoria se realiza
con fentanilo a dosis de 50 microgramos/hora.

La monitorizacion hemodinamica de los animales se inicia mediante la

diseccion de la regién cervical derecha y la colocacién de un catéter arterial (16
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G, Arrow) a nivel de la arteria carétida derecha. En el receptor se coloca
ademas el mismo tipo de catéter en la vena yugular externa derecha,
previamente tunelizado a la region dorsal por el plano subcutaneo. Asi se
monitorizan de forma continua la presion arterial y la presion venosa central. La

monitorizacion electrocardiografica también se lleva a cabo de forma continua

mediante las derivaciones Il y V.

Incisién cervical: Via central en art.carotidea y canula de la bomba cardiopulmonar en vena yugular

externa.

Durante el trasplante en el receptor, los controles hemodinamicos y
analiticos rutinarios se hacen en las siguientes fases bien definidas: en el
momento de la induccidn anestésica, previamente al desclampaje de los vasos
renales antes de la reperfusién, y por ultimo a la hora de la reperfusion.

La hidratacién del animal durante el trasplante se realiza de la siguiente
manera: en la fase de nefrectomia bilateral se administra 500 mL de suero

Ringer-Lactato. Antes del clampaje vascular, se inicia una perfusién continua de
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500 mL de Hemoce que se mantiene durante toda la fase anéfrica. Tras la
reperfusién, se inicia una perfusién de suero glucosado al 5% hasta un total de

300 a 500 mL que se mantiene hasta la finalizacion del trasplante.

7.4.2.-TECNICA QUIRURGICA EN EL DONANTE

Tras la practica de una laparotomia xifopubiana se exploraran los rifiones
para verificar que no existan contraindicaciones para su utilizacion como
donantes (coloracion rosada, ausencia de tumoraciones, etc)

Se disecan la arteria aorta y la vena cava en su extremo mas distal para la
canulacion (fotografia pagina 66) y previa a la heparinizacién del animal a dosis
de 3 mg/Kg peso, se provoca entonces la parada cardiaca mediante la
inyeccion intravenosa de 20-30 mEq de KCI. En el grupo control del estudio se
extraen los rifiones a corazon latiente, una vez perfundidos con UW, sin periodo
de isquemia caliente.

En el Grupo 1 tras los 40 minutos de isquemia se procedid a la perfusion
"in situ " de los rifiones a través de la arteria aorta con un litro de solucion de
Wisconsin ,previamente se habia ocluido la aorta por debajo del tronco celiaco
y se habia ligado la arteria mesentérica superior. Se liga la vena cava inferior
por debajo de las venas renales.

El grupo 2 y 3 fueron sometidos a 40 minutos y 90 minutos de isquemia
caliente respectivamente. Tras la isquemia se procedio a recirculacién con su
propia sangre a 37 °C durante 30 minutos. La recirculacion se realiza mediante
drenaje venoso a nivel cervical (vena yugular externa) y la via arterial se realiza

canulando la arteria iliaca primitiva en lugar de la arteria aorta. Se liga la arteria
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iliaca contralateral. Finalizada la fase de recirculacién se procede a perfundir
con un litro de solucién de Wisconsin por via femoral.

Una vez se estima finalizado el periodo de perfusion , se procede a la
extraccion de los rinones seccionando la vena cava infrahepatica y la aorta por
encima de las venas y arterias renales. Posteriormente, realizamos una
nefrectomia radical en bloque bilateral simultanea seccionando la vena cava
inferior y la aorta distalmente, sobreelevando las canulas, y seccionando ambos

uréteres a nivel del cruce con los vasos iliacos.

canulada a.aorta y v.cava para realizacion de circulacion extracorpoérea

7.4.3.-CIRUGIA DE BANCO

Se realizan las siguientes maniobras que no difieren de las realizadas a

nivel clinico:
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Los rifones se separan dividiendo la aorta en primer término por su cara
posterior, luego en su cara anterior y por ultimo mediante la division de la vena
renal izquierda a nivel de su desembocadura en la vena cava inferior. La arteria
renal tendra un “patch” de aorta y la vena renal de cava. Se realiza exéresis de
los ganglios linfaticos hiliares.

Los rifiones ya preparados se coloca en una bolsa de 6rganos estéril con
suero Ringer-Lactato "pilé" a 4 °C y se introducen en una nevera portatil con
abundante hielo que lo rodeara. Permaneceran durante 6-8 horas hasta su

colocacion en el receptor.

Bomba de rodete by-pass cardiopulmonar, imagen general.

7.4.4.-TECNICA QUIRURGICA EN EL RECEPTOR
Nefrectomia bilateral en el receptor.
Se practica inicialmente una pequena incision de lumbotomia izquierda

extraperitoneal hasta llegar al rifidn izquierdo, realizando nefrectomia.
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Seguidamente se practica una incision pararrectal derecha extraperitoneal
disecando el rindn derecho y el hilio y la pelvis renal, ligando el pediculo renal

en bloque y seccionando la via renal de pelvis preservando el uréter propio,

Implante de un rifion

Se coloca el rindn derecho donante a nivel del retroperitoneo del cerdo
receptor. Se realiza diseccion de la vena cava inferior y de la aorta ligando los
vasos linfaticos a nivel de la zona donde realizaremos las anastomosis:
generalmente en el territorio comprendido entre bifurcacién de los vasos renales
y bifurcacién de los vasos iliacos.

Se realizan anastomosis vasculares siguiendo un orden: primero
anastomosis término-lateral entre vena renal con patch de cava clampando la
vena renal con un bulldog; en segundo lugar la anastomosis término-lateral
entre arteria renal con patch de aorta y aorta. Ambas anastomosis se realizan
con sutura continua de 180° con monofilamento irreabsorbible Prolene® 6/0; la
cara posterior por dentro y la anterior por fuera. procederemos al desclampaje
por el siguiente orden: primero vena renal y posteriomente la arteria renal. de
esta manera ya se reperfunde el rifidn .

La reconstruccion del tracto urinario se realiza con sutura continua de
catgut ® 4/0 mediante pieloureterostomia o ureteroureterostomia dejando
tutorizada esta con un pig-tail .

Tras finalizar las anastomosis vasculares y habiendo desclampado los

vasos se toman los flujos arteriales y venosos renales a tiempo: 0, 5y 10

minutos tras desclampaje.
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La incision pararrectal derecha y la lumbotomia izquierda se cierran por
planos con vicryl del cero y la piel con sutura continua de seda triangular del

cero.

Anastomosis via urinaria utilizando sutura reabsorbible, previa

colocacion de catéter ureteral tipo “pig-tail”

75



MATERIAL Y METODOS

Injerto tras desclampaje, observando anastomosis vena y arteria sobre vena cava y aorta.

7.4.5.-CUIDADOS POSTOPERATORIOS

Una vez finalizada la intervencién quirdrgica, el animal permanece
intubado con respiracion espontanea hasta que el tono neuromuscular y las
constantes biolégicas se normalicen. A continuacion, se procede a la
extubacion del mismo y se transporta a la corralina. Las muestras de sangre se
toman a través del catéter central colocado en la vena yugular externa y
tunelizado hasta el dorso. Se controlaran los gases sanguineos en el
postoperatorio inmediato. Se toman analisis en los dias sucesivos del trasplante

La analgesia se realiza con meperidina intramuscular (50-100mg) durante
la fase del despertar.

El tratamiento inmunosupresor se inicia después de la induccién
anestésica con una dosis de 250mg de metilprednisolona y 1,5mg/Kg de
azatioprina. Antes de la reperfusion renal, se administran 250mg de
metilprednisolona de nuevo. A partir de las 24h, se administra ciscloporina oral

a dosis de 20mg/Kg/dia hasta el dia del sacrificio.
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La alimentacion se inicia a partir de las 24h con agua y dieta blanda
(yogures mezclados con un poco de pienso) .A partir del tercer dia realiza dieta
normal.

El sacrificio del animal se realiza con tiopental sddico y cloruro potasico
(20-30 mEq) por via endovenosa el quinto dia del trasplante. En la necropsia,
nos fijaremos fundamentalmente en el aspecto macroscépico del riidn, la
integridad de las anastomosis vasculares, la presencia de trombosis vascular y

de liquido libre retroperitoneal (linfa, orina, sangre, etc.....).

7.5.-DETERMINACION ANALITICAS Y BIOPSIAS

Momentos de la recogida de muestras.
Las muestras de sangre y de tejido renal se obtienen en los siguientes

momentos definidos .

1. Animal donante, una vez colocados los catéteres, antes de iniciar la parada
cardiaca. Sirve como muestra basal (B) del propio animal (sangre, orina y
biopsias).

2. Final del periodo de parada cardiaca (IB). Traduce la lesion aparecida
durante todo el periodo de isquemia caliente (sangre y biopsias).

3. Al final de la recirculacién con la bomba de by-pass cardiopulmonar (grupo 2

y 3), (FC)
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4.Inmediatamente antes de la reperfusion vascular en el animal receptor,
durante la realizacion del trasplante (PR). Traduce la lesién después del periodo
total de isquemia caliente y fria (sangre y biopsias).

5. Una hora después de la reperfusién vascular (1R). Traduce la lesion por
isquemia-reperfusion (sangre y biopsia).

6. Al primer dia (1D) muestra de sangre (bioquimica) para control evolutivo.

7.Al tercer dia (3D) también unicamente se obtiene muestra de sangre con el
mismo fin.

8. Al quinto dia (5D), en el animal superviviente (sangre, orina y biopsia).Indica

la viabilidad del érgano y el resultado final del trasplante.

Esquema de las diferentes fases del estudio y momentos de toma de muestras

DONANTE RECEPTOR
EXITUS
Isquemia fria
0’-40°-90 30 » Desclampaje
B IB FC PR 1R

B= basal, IB=inicio de recirculacion tras diferentes periodos de isquemia
caliente (ninguno, 40 y 90 minutos).FC=final de circulacion extracorporea
colocando el érgano en Wisconsin. PR= final de la isquemia fria; 1R= 1 hora de

reperfusion
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7.6. TIPOS DE MUESTRA Y MARCADORES

Se obtienen muestras de tejido y sangre en los momentos predeterminados
tanto en el animal donante como en el receptor. Detallaremos a continuacion la
forma de extraccion, tratamiento y parametros que se estudian en cada una de

ellas una vez procesadas.

7.6.1..MARCADORES DE LA LESION RENAL CELULAR.

Desde el punto de vista bioldgico, la lesion renal se manifiesta como un
aumento de la creatinina sérica que se traduce clinicamente en una insuficiencia
renal postoperatoria de diferente grado. Para cuantificar el nivel de creatinina a lo
largo del estudio, se obtienen en cada momento 6 mL de sangre que se depositan
en un tubo al vacio (Vacutainer) y se deja a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos y el plasma se

almacena en alicuotas de 1mL en microtubos Eppendorf y se congela a —20°C

7.6.2. ESTUDIO HISTOLOGICO

La lesion renal, histologicamente, se presenta como degeneracién y/o
necrosis. Las biopsias en cufa se obtienen del rindn a lo largo del proceso
experimental. Se guardan en un tubo de Eppendorf que contiene formol al 10%

para su examen histolégico al microscopio éptico.
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7.6.3.ESTUDIO DE LOS ANTIOXIDANTES

Determinaremos a nivel tisular la concentracion de superdxido dismutasa
(SOD), glutation reductasa y glutation peroxidasa, analizando las muestras de
tejido renal obtenidas en los diferentes momentos del proceso, en los que se
obtuvieron muestra sanguinea y biopsia para estudio histolégico. La muestra se
guarda en un tubo de Nunc y se congela inmediatamente en nitrégeno liquido a
—170°C en una nevera portatil para su posterior traslado al container general del

servicio de Bioquimica y poder proceder a su estudio.

7.7. METODOS ANALITICOS Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
Todas las muestras de plasma vy tejido renal se remitieron a los laboratorios
de Bioquimica y Anatomia Patolégica del Hospital Clinic de Barcelona para ser

procesadas.

7.7.1. PRUEBAS DE BIOQUIMICA GENERAL.

La determinacion de bioquimica sérica y en orina se realizd6 mediante la
reaccion cinética tamponada de Jaffé sin desproteinizacion en una analizador
Cobas Mira S (Roche)

El principio de este método se basa en que, en medio alcalino, la creatinina
forma el acido picrico, un complejo de color amarillo rojizo. La intensidad del color
es directamente proporcional a la concentracion de creatinina y se determina
fotométricamente a 500 nm. La imprecision del método para la creatinina sérica

se determind en dos sueros control comercial (Precinorm y precipath, Roche) a
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dos niveles de concentracién. La imprecision fue del 1% vy la interserie del 1,7% a

los dos niveles.

7.7.2. METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE LOS
ANTIOXIDANTES.

Se ha determinado la concentracion de SOD (superdxido dismutasa), GR
(glutation reductasa) y GP (glutation peroxidasa) en tejido renal por técnicas
espetofotométricas (Oxis ®) adaptadas al autoanalizador Cobas Mira (Roche®)

a) Pesar la muestra de tejido renal en balanza de alta precision

b) Anadir al tubo de ensano, con la muestra ya pesada, 1 ml de solucién de
“buffer”

Buffer: solucion de pH 7,4 obtenida de la mezcla de K;HPO43H,0 (basico) y
KoH,POy4 (acido). El basico se utiliza a una concentracion de 11,4 g/L y el
acido 6,8 g/L.

c) Se homogeniza el tejido + buffer con el sistema Polytron® 10ST
durante 3 ciclos de 10 segundos manteniendo el medio a 4 °C mediante inmersion
de las muestras en bafo de hielo

d) Se centrifuga a 15000 rpm durante 5 minutos.
e) Se aspira el sobrenadante que se coloca en tubo de Nunc y se congela

inmediatamente.
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7.7.3. METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE

NUCLEOTIDOS DE LA ADENINA Y DERIVADOS,

La determinacion de las cantidades de los nucleétidos y sus derivados se
llevé a cabo mediante HPLC, en columna de fase de reserva de 20 cm de longitud
y 0,4 cm de diametro interno, empaquetadas con Nucleosil C.18, de 5 micras de
diametro de particula. Para la fase movil se utiliz6 un tampdn dihidrogenofosfato
de amonio 0°1M preparado a partir de 6,7 mL de acido fosfoérico al 85% vy
amoniaco al 25% hasta alcanzar un pH= 6. El flujo se mantuvo constante a 1
ml/min. Una vez obtenidos los cromatogramas, se identificaron los metabolitos de
las muestras de estudio, mediante la comparacion de los tiempos de retencion en
la columna, con los tiempos obtenidos de una mezcla de estandares de ATP,
ADP, AMP, hipoxantina y xantina de concentraciones conocidas. Las
concentraciones de las sustancias en estudio se obtuvieron por extrapolacion de
las areas del cromatograma sobre rectas de calibracion construidas a partir de
cinco concentraciones distintas de estandares.

A partir del valor obtenido de cada sustancia en estudio mediante la HPLC,
calculamos el porcentaje de cada uno de los nucleétidos y derivados respecto del
total, asi, el porcentaje de ATP de una muestra de tejido, se obtiene el siguiente

cociente: Porcentaje de ATP= ATP / (ATP+ ADP+AMP+ Xantina+ Hipoxantina).
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7.7.4. MUESTRAS HISTOLOGICAS.

7.7.4.1. Procesamiento de las muestras:

Se obtuvieron muestras en varis etapas del proceso de donancion e
implante: Basal (B), inicio recirculacién (IB), final recirculacion (FC), final de
isquemia fria (PR), y la hora de haberse iniciado la reperfusion (1R).

El examen anatomopatolégico se realizé en el microscopio 6ptico. El
material para microscopia éptica fue fijado en una soluciéon de formol al 10% e
incluido en parafina. La inclusién se realiz6 con un procesador de tejido Citadel
2000 de Shandon. El punto de fusion de la parafina utilizada fue de 58-60°C.

Los bloques de tejido parafinado fueron cortados con un microtomo de
rotacion de Reichert-Jung 2035 hasta obtener cortes de tejido con un espesor
aproximado de 3 micras. Estos cortes fueron desparafinados y tenidos con

hematoxilina-eosina.

7.7.4.2.Valoracion anatomopatolégica de las muestras

Para clasificar los rifiones en viables y no viables se siguié el criterio
anatomopatolégico en la muestra histolégica tomada al quinto dia. Se definié
como rindén no viable aquel que presentaba necrosis cortical. Esto se comparé
con la evolucién clinica del animal y la existencia o no de diuresis (habiamos

observado orinar al cerdo y/o presentaba orina al 5° dia en pelvis renal).
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A continuacion se exponen los criterios anatomopatolégicos tedricos que se
han seguido para clasificar el grado de las lesiones a nivel de las diferentes
células de la nefrona y los vasos, detectadas en las muestras de biopsias renales
obtenidas en los diferentes tiempos evolutivos.

“Valoracion de la necrosis”: se realizé6 de modo cualitativo. La necrosis

cortical fue valorada como presente o ausente y en los casos en que se observo
necrosis cortical parcial se describid el porcentaje de area afectada respecto al
total de la muestra estudiada. Los cambios tipicos de necrosis consisten,
basicamente, en una marcada eosinofilia celular global con preservacion de los
limites celulares.

La necrosis tubular aguda fue valorada en 4 grados (0. ausente; 1: leve;
2: moderada; 3: severa) en funcién de la extension y severidad de las lesiones
observadas en el examen histologico de las muestras. Resulté dificil evaluar en
los casos en que se observéo algun signo de rechazo. Se manifiesta
caracteristicamente por edema en la region intersticial acompafiado de un escaso
infiltrado inflamatorio que no afecta a las células tubulares. Frecuentemente, los
tubulos muestran lesiones leves y focales que consisten en dilatacion de la luz
tubular y adelgazamiento del citoplasma de las células epiteliales tubulares. El
borde luminal “en cepillo” de las células tubulares se halla alterado, estando
parcial o totalmente ausente. También puede observarse ruptura de la membrana
basal y fendmenos de apoptosis en multiples puntos de la nefrona. A diferencia
de la necrosis cortical, no se observa afectacion de los glomérulos y vasos,

aunque ocasionalmente se evidencian trombos de fibrina en los vasos
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intraglomerulares. En ocasiones, se pueden apreciar fendmenos de regeneracion

tubular con aumento del tamano nuclear y presencia de nucleolo evidente.

“Valoracion del rechazo” se realiz6 segun los criterios de Banff
correspondientes a la revision de 1997%%.

Criterios cuantitativos para:

Tubulitis ("T")

TO | No células mononucleares en los tubulos

T1 Focos con 1-4 cél/ seccién tubular 6 10 cél. Tubulares

T2 Focos con 5-10

T3 Focos con +10 cél/seccidn tubular, o presencia de al menos 2
Areas de membrana basal destruida, acompafiada de inflama-
cién i2/i3 y T2 en otra parte de la biopsia.

Inflamacién intersticial por morfonucleares (*i"): indica la presencia de un
ndmero remarcable de eosinéfilos, polimorfonucleares y/o cél. Plasmdticas

-i0 inflamacién inexistente o trivial (menos del 10% del paréng.afecto)
-il  10-25% de cél inflamatorias en el parénquima.

-i2  26-50% del parénquima afectado

-i3  mds del 50% del parénquima inflamado

Glomerulitis temprana del injerto ("g")

G0  no glomerulitis

Gl  glomerulitis en la minoria de glomérulos

G2 glomerulitis segmental o global (25-75% de glomérulos)
G3  glomerulitis global en todos o casi todos los glomérulos
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Valoracion de otras lesiones observadas: en algunas muestras se
observaron evidentes lesiones de pielonefritis aguda . Esto dificultd la evaluacion
de las lesiones propias del dafio por isquemia-reperfusion. En los casos en que la

muestra se tomo en el animal muerto, se observo autolisis.

Arteritis intimal (V")

VO no arteritis

V1 arteritis intimal media-moderada en minimo una seccién arterial

V2 arteritis intimal severa con pérdida, como minimo, del 25% del drea
luminal de, al menos una seccién arterial transversa

V3 cambio fibrinoide arterial y/o arteritis trasnmural con necrosis del
musculo liso de la media
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7.8. METODO DE ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Base de datos informatizada EPI-INFO 5. V.01 oct 1990
Autores J.Dean, A.Dean, A.Burton y R.Dicker) .

Centers for disease control. Epidemiology program office.Georgia.(USA).

Para determinar el test estadistico adecuado para cada variable, se aplicé

previamente el test de homogeneidad de la varianza de Bartlett.

En el contraste de variables cualitativas con cuantitativas, se emple¢ el test
de la T de Student (ya que sdélo se comparan 2 muestras) o su equivalente no
paramétrico (test de Mann-Whitney), o el test de Kruskal-Wallis (equivalente no

paramétrico del ANOVA) si eran mas de 2 muestras.

Se ha tomado como significacion estadistica p<0,05.
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8. RESULTADOS

8.1. SUPERVIVENCIA SEGUN TIEMPO DE ISQUEMIA

Reflejamos en el siguiente tabla y grafico la supervivencia obtenida a los 5

dias en los diferentes grupos y en funcion del tiempo de parada cardiaca.

GO0: Corazon latiendo,G1: 40 minutos de isquemia caliente,G2: 40 minutos de isquemia caliente y

recirculacion,G3: 90 minutos de isquemia caliente y recirculacion

GRUPOS | SUPERVIVENCIA | SUPERVIVENCIA | SUPERVIVENCIA
Si NO
G0 n=10 10 0 100 %
G1 n=10 9 1 90 %
G2 n=10 10 0 100 %
G3 n=10 6 4 60 %
100
90 [
80
70
gg B MORTALIDAD(%)
20 B SUPERVIVENCIA (%)
30
20
10
o L} L} L
GO G1 G2 G3

Los animales que sobrevivieron estuvieron sometidos a un tiempo medio de
isquemia caliente de 52 minutos, mientras que en los animales que no

sobrevivieron la isquemia caliente media fue de 80 minutos.
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8.2. ANALISIS DE LA VIABILIDAD SEGUN EL TIEMPO DE ISQUEMIA
Reflejamos en el siguiente grafico y tabla la viabilidad del trasplante a los 5
dias segun el tiempo de isquemia sufrido.
GO0: Corazoén latiendo
G1: 40 minutos de isquemia caliente
G2: 40 minutos de isquemia caliente y recirculaciéon

G3: 90 minutos de isquemia caliente y recirculacién

HEno viable
Oviable

V7
V7
V7
V7
L4

GRUPOS |VIABLE |NO-VIABLE | TOTAL |VIABILIDAD

GO 10 0 10 100%
G1 6 3 9 66%
G2 8 0 8 100%
G3 6 4 10 60%
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Los 6rganos viables estuvieron sometidos a un tiempo de isquemia medio de

36,29 minutos, mientras que en los no viables fue de 68,57 minutos.

8.3. FASES DEL MODELO EXPERIMENTAL.

Tal y como hemos reflejado en los objetivos, vamos a determinar el nivel
tisular de antioxidantes. Para ello nos ayudaremos también de los cambios que

sufre la carga energética celular y sus metabolitos , xantina e hipoxantina.

DONANTE RECEPTOR
EXITUS
—— ’ Isquemia fria
0’-40’-90 30 » Desclampaje
B IB FC PR 1R

La evolucion de dichas sustancias las observaremos en diferentes fases:
1-Fase isquemia caliente (IC)

Es la fase de parada cardiaca, comprendida entre la toma de muestras del
momento basal (B) y el inicio bomba (IB). Se observaran los cambios sufridos

dependiendo del tiempo de isquemia caliente (0,40 y 90 minutos)

2-Fase de recirculacién (RECIRCU)

Es la fase comprendida entre el inicio de la bomba (IB) y el final de la
recirculacion (FC) .Observaremos si existen cambios durante el periodo en que el
animal va a ser reperfundido con su propia sangre con la ayuda de una bomba de
recirculacion.
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3-Fase de isquemia fria (IF)

Periodo de tiempo que hemos fijado en el presente estudioen 6 h a
temperatura de 4°C previo a la colocacion del 6rgano. Es la fase comprendida entre
el final de la recirculacién en el donante (FC) y la colocacion del injerto en el receptor

(PR).

4-Fase de reperfusion (RP)

Periodo que se inicia con la revascularizacion del rindn (PR) y finaliza a la

hora de haber reperfundido el injerto (1R).
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8.4. EVOLUCION GLOBAL DE LOS ANTIOXIDANTES SEGUN FASE.

Con el objetivo de determinar la evolucion global de los diferentes
antioxidantes hemos analizado los incrementos y decrementos ocurridos en cada
fase del proceso experimental. Han sido incluidos todos los animales
independientemente del estatus de viabilidad del injerto. Esto nos permitira conocer,

de cada antioxidante, su evolucién durante las diferentes etapas de isquemia-

reperfusion.

IC RECIR IF RP

1-IC (al valor medio de IB restamos el valor medio de B): diferencia que se produce
durante el periodo de isquemia caliente (un valor negativo expresa consumo y un
valor positivo acumulo)

2- RECIRCU (al valor de la media FC restamos la media IB) diferencia que se
produce durante le periodo de recirculacion ( un valor negativo expresa consumo y
valor positivo acumulo)

3- IF (al valor de la media RP restamos la media FC) diferencia observada durante el
periodo de isquemia fria ( valor negativo expresa consumo y un valor positivo
acumulo)

4-RP (a la media 1R restamos la media PR) diferencia que se produce durante la

reperfusion ( un valor negativo expresa consumo y un valor positivo acumulo).

93



RESULTADOS

Los valores de SOD se expresan en U/L; la glutation peroxidasa y la glutation
reductasa en miliU/L

8.4.1.Evolucién de los antioxidantes global.

Los siguientes graficos expondremos la evolucion de cada antioxidante
utilizando todos los casos independientemente de su viabilidad y de la isquemia
caliente aplicada. Determinamos los incrementos o decrementos de cada fase. El
estudio estadistico se realiza comparando dichos cambios respecto a la linea basal
cero.

8.4.1.1.S0D

La SOD (superdxido dismutasa) es un enzima citosélico que actua
catalizando la reaccion de dos aniones O, en una molécula de peréxido de
hidrogeno. En la siguiente gréafica y tabla exponemos la evolucién de la SOD tisular
en cada fase del experimento. Hallamos cambios estadisticamente significativos en
la fase de isquemia fria (IF), donde se consume, y en la fase de reperfusion,

acumulandose.

1500 T
1000 +
500 +

500 4 |—|o,—, REC|RCU |I5 RP

-1000 +

-1500 +

-2000 -

Figura: Evolucion de la SOD (U/L) durante las diferentes fases del experimento. IC (fase de isquemia
caliente); RECIRCU (fase de recirculacion extracorporea); IF (fase de isquemia fria); RP (fase de

reperfusion).
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Tabla que refleja valor medio, desviacion estandar y grado significaciéon

IC -369 +/- 1213 0.08
RECIRCU +256 +/- 776 0.09
IF -231 +/- 325 0.009
RP +372 +/- 957 0.02

8.4.1.2. Glutation Reductasa.
La glutation reductasa reduce el glutation, que una vez reducido podra ser
utilizado por la glutation peroxidasa para metabolizar el peroxido de hidrogeno.
Hallamos cambios estadisticamente significativos en la fase de isquemia fria (IF),

donde se consume, y en la fase de reperfusion en la que se acumula.

400
300 +
200 +
100 +

[

100 1 | REC|RCU IF RP

-200 +

-300 -

Figura: Evolucion de la glutation reductasa (miliU/L) durante las diferentes fases del
experimento. IC (fase de isquemia caliente); RECIRCU (fase de recirculacion extracorpoérea); IF (fase

de isquemia fria); RP (fase de reperfusion).
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Tabla que refleja valor medio, desviacion estandar y grado significaciéon

IC + 60 +/- 217 0.1
RECIRCU -39 +/- 162 0.1
IF - 38 +/-109 0.09
RP + 44 +/- 138 0.04

8.4.1.3. Glutation Peroxidasa.
La glutation peroxidasa actua sobre el peroxido de hidrogeno formado a nivel
celular. Para dicha accién precisa de glutation reducido obtenido gracias a la
glutation reductasa. Hallamos cambios estadisticamente significativos en la fase de

recirculacion extracorpérea (consumo).

600
400 +
200 + |

200 4 i€ R ||=

-400 +
-600 +

-800 -

Figura: Evolucion de la glutation peroxidasa (miliU/L) durante las diferentes fases del experimento. IC
(fase de isquemia caliente); RECIRCU (fase de recirculacion extracorpérea); IF (fase de isquemia

fria); RP (fase de reperfusion).
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Tabla con el valor medio, desviacion estandar y grado significacion

IC - 84 +/- 528 0.2
RECIRCU -112 +/- 294 0.06
IF +35 +/- 253 0.3
RP +20 +/- 296 0.3

8.4.2.1. Evolucion de los antioxidantes en el grupo con isquemia caliente
40 minutos.

A continuacion reflejaremos los cambios (incrementos o decrementos) de
cada antioxidante en las diferentes fases del estudio diferenciando entre el grupo de
40 minutos de isquemia caliente y el grupo de 90 minutos.

8.4.2.1.5.0.D.
En el siguiente grafico y tabla podemos apreciar las cambios de la SOD en las

diferentes fases. El tiempo de isquemia caliente aplicado es de 40 minutos.

2500 -
2000 +
1500 -
1000 -

500 + I'__l
0 t t t i
-500 |_I.|:_| RC |_+_' RP
-1000 -
-1500 -
-2000 -
-2500 -

Figura: Evolucion de la SOD (U/L) durante las diferentes fases del experimento. IC (fase de isquemia
caliente); RECIRCU (fase de recirculacion extracorpérea); IF (fase de isquemia fria); RP (fase de

reperfusion).
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Tabla con el valor medio, desviacion y grado significacion

IC - 638 +/- 1571 0.09
RC + 575 +/- 1160 0.11
IF - 400 +/- 436 0.05
RP + 773 +/- 1342 0.03

En el andlisis de los valores encontramos consumo de SOD durante la fase
isquemia caliente y recuperacion de sus valores durante la fase de recirculacion,
para posteriormente proseguir su consumo durante la isquemia fria y regenerarse
tras el periodo de reperfusion de una hora.

El incremento o decremento de cada fase se ha comparado con un valor

basal de cero.
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8.4.2.2.Glutation Reductasa.
La siguiente figura y tabla refleja la evolucion de la glutation reductasa, a nivel
tisular, en las diferentes fases del experimento. Sdlo incluye el grupo de 40 minutos

de isquemia caliente.

400
300
200 +
100 +

-100 +

-200 +

-300 -

Figura: Evolucion de la glutation reductasa (miliU/L) durante las diferentes fases del experimento. IC
(fase de isquemia caliente); RECIRCU (fase de recirculacion extracorpdrea); IF (fase de isquemia

fria); RP (fase de reperfusion).

Tabla con el valor medio, desviacién y valor de p en las diferentes fases

IC + 47 +/- 254 0.2
RC + 50 +/- 178 0.2
IF -45 +/- 155 0.2
RP + 37 +/-108 0.1

No hemos encontrado grado significacion estadistico en el analisis de los
cambios que sufre la glutation reductasa en cada fase, habiéndose aplicado 40

minutos de isquemia caliente. No obstante, si observamos una tendencia a
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acumularse durante la IC y durante la recirculacion para consumirse en la isquemia

fria y recuperarse con la reperfusion.

8.4.2.3.Glutation Peroxidasa.
La siguiente figura y tabla exponen la evolucién de la glutation peroxidasa

tisular en las diferentes fases. No hallamos cambios estadisticamente significativos.

600
500
400
300
200
100

-100 Ic ( RP
-200 r

-300
-400
-500

Figura: Evolucion de la glutation peroxidasa (miliU/L) durante las diferentes fases del experimento. IC
(fase de isquemia caliente); RECIRCU (fase de recirculacion extracorpérea); IF (fase de isquemia

fria); RP (fase de reperfusion).

Tabla con el valor medio, desviacion y grado significacién

IC - 39 +/- 555 0.4
RC -103 +/- 305 0.2
IF + 53 +/- 296 0.3
RP -25+/-313 0.3
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No obstante, durante la fase de isquemia caliente y recirculacién existe una
tendencia al consumo, regenerandose durante la fase de isquemia fria y de nuevo

tendencia al consumo durante la reperfusion.
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8.4.3. Evolucidn de los antioxidantes en el grupo con isquemia caliente
90 minutos.

A continuacién expondremos los cambios (incrementos o decrementos) que
sufren cada antioxidante, en las diferentes fases del experimento soélo en los rinones
expuestos a 90 minutos de isquemia caliente. Se compara con un valor basal de
cero.

8.4.3.1.S0D

La siguiente figura y tabla representa los cambios que sufre la SOD en las

diferentes fases del experimento.

400 T
300 +
200 +
100 + |

-100 + |’>
-200 -

-300 +
-400 L

RiC IF I1P

Figura: Evolucion de la SOD (U/L) durante las diferentes fases del experimento. IC (fase de isquemia
caliente); RECIRCU (fase de recirculacion extracorporea); IF (fase de isquemia fria); RP (fase de
reperfusion).

Tabla con el valor medio, desviacion y grado significacion

IC -11 +/- 181 0.4
RC + 32 +/- 199 0.3
IF -137 +/- 224 0.04
RP + 85 +/- 252 0.17
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Existe una tendencia al consumo durante la fase de isquemia caliente, con
una discreta recuperacion durante la recirculacion. El consumo durante la isquemia
fria es notable mostrando regeneracion durante la reperfusion.

Durante la isquemia fria se produce una disminucién de los valores de SOD que

alcanzan la significacion estadistica.

8.4.3.2. Glutation Reductasa.
La siguiente figura y tabla reflejan la evolucion de los cambios que sufre la

glutation reductasa en las diferentes fases del estudio.

300 T
200 +

100 +

-100 +

-200 + ‘

-300 -

Figura: Evolucion de la glutation reductasa (miliU/L) durante las diferentes fases del
experimento. IC (fase de isquemia caliente); RECIRCU (fase de recirculaciéon extracorporea); IF (fase
de isquemia fria); RP (fase de reperfusion).

Tabla con el valor media, desviacion y grado significacion

IC + 79 +/- 158 0.09
RC -101 +/-123 0.01
IF -34 +/-77 0.11
RP + 50 +/- 140 0.15
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Existe una tendencia elevada de incremento de la glutation reductasa
durante la fase de isquemia caliente y con consumo durante la recirculacién y, que
continua, con una tendencia al consumo durante la fase de isquemia fria, para por
ultimo tender a aumentar su concentracién con la reperfusion.

El consumo producido durante la fase de recirculacion alcanza diferencias

estadisticamente significativas.
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8.4.3.3. Glutation Peroxidasa.
La siguiente figura y tabla exponen los cambios sufridos por la glutation
peroxidasa en las diferentes fases del experimento. No hallamos cambios

estadisticamente significativos.

600
400 +
200 +

-200 + L] IF RP

-400 +

-600 +

-800 -

Figura: Evolucion de la glutation peroxidasa (miliU/L) durante las diferentes fases del experimento. IC
(fase de isquemia caliente); RECIRCU (fase de recirculacion extracorpérea); IF (fase de isquemia

fria); RP (fase de reperfusion).

Tabla con el valor medio, desviacion y grado de significacion

IC -151 +/- 513 0.21
RC - 118 +/- 302 0.12
IF + 24 +/- 238 0.3
RP + 30 +/- 266 0.3

Del analisis de las variaciones en los valores de glutation peroxidasa
podemos observar una tendencia al consumo durante la fase de isquemia caliente y
durante la recirculacién, con posterior recuperacion durante la fase de isquemia fria

y la de reperfusion .
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8.5. EVOLUCION DE LOS ANTIOXIDANTES SEGUN LA VIABILIDAD DEL
RINON.

A continuacion se expondran, de cada antioxidante, los valores medios
obtenidos en los momentos predeterminados. Agrupamos los dérganos segun la
viabilidad, independientemente del tiempo de isquemia caliente y de si reciben
circulacién extracorporea.

Compararemos los valores obtenidos entre injerto viable y los no viables.

8.5.1.8.0.D

En la siguiente figura y tabla reflejamos los valores obtenidos, en los
diferentes momentos del experimento, de SOD tisular. Al comparar los rifilones
viables y los no viables no obtenemos diferencias estadisticamente significativas en

los valores absolutos de la SOD.

0,9 -
0,8 -
0,7 1
0,6 -
0,5 -
0,4

—=—SOD(NO-

0,3 - VIABLES)
0,2

0,1 1
0 T T T T T 1

-01- B IB FC PR 1R

—e—SOD(VIABLES)

Figura: Valor SOD U/mL. Momento basal (B), inicio recirculacién (IB), final recirculacién (FC), previo

a la revascularizacion del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).
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Tabla con el valor medio, desviacion y grado de significacion estadistica

SOD VIABLE SOD NO-VIAB.
B 0.685 +/-1.10 0.288 +/-0.18 0.6
IB 0.313 +/- 0.59 0.156 +/- 0.12 0.5
FC 0.693 +/- 1,05 0.158 +/- 0,12 0.6
PR 0.216 +/- 0.47 0.05 +/-0.019 0.6
1R 0.694 +/-1.12 0.21 +/- 0.25 0.6
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8.5.2. Glutation Reductasa.

La siguiente figura y tabla reflejan los niveles de glutation reductasa en los
diferentes momentos del estudio, agrupando los dérganos segun la viabilidad,
independientemente del tiempo de isquemia caliente y de si reciben recirculacidn

extracorpoérea.

0,5 -
0,45 -
0,4 -
0,35 -

0,3 1 3 Py —e—GR VIABLE

4 L Y
0622 ] =GR NO-VIA.

0,15 -
0,1 -
0,05 -

Figura: Valor GR U/L. Momento basal (B), inicio recirculacion (IB), final recirculacién (FC), previo a la

revascularizacién del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).

Tabla con el valor medio, desviacién y grado de significacion estadistica

GR VIABLE GR NO-VIABL | P
B 0.28+/-0.16 0.25+/-0.15 0.7
IB 0.29+/-0.13 0.42+/-0.24 0.19
FC 0.27+/-0.15 0.22+/-0.12 0.42
PR 0.26+/-0.13 0.21+/-0.11 0.39
1R 0.27+/-0.16 0.31+/-0.15 0.30
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8.5.3.Glutation Peroxidasa.

La siguiente figura y tabla reflejan la evolucion del valor de glutation

peroxidasa tisular en

los diferentes momentos.

No se obtienen diferencias

estadisticamente significativas entre los rifiones viables y los no viables.

1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

—&—GP VIABLES
—&— GP NO-VIABLES

IB

FC

PR

1R

Figura: Valor GP U/L. Momento basal (B), inicio recirculacion (IB), final recirculacion (FC), previo a la

revascularizacién del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).

Tabla con el valor medio, desviacion y grado de significacion estadistica

GP VIABLE GP NO-VIAB. P
B 0.893 +/- 0.29 0.916 +/- 0.37 0.97
IB 0.869 +/- 0.24 0.912 +/- 0.37 0.54
FC 0.692 +/- 0.26 0.807 +/- 0.08 0.21
PR 0.783 +/ -0.22 0.652 +/- 0.27 0.41
1R 0.779 +/- 0.24 0.792 +/- 0.27 0.44
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8.6. NIVEL DE LOS ANTIOXIDANTES Y VIABILIDAD ANALIZADA POR
GRUPOS .

Analizaremos los valores tisulares de cada antioxidante en los diferentes
momentos predeterminados, segun la viabilidad. Individualizaremos cada grupo.
GO0: Corazoén latiendo
G1: 40 minutos de isquemia caliente
G2: 40 minutos de isquemia caliente y recirculaciéon

G3: 90 minutos de isquemia caliente y recirculacién

8.6.1. GRUPO 0: Control (corazén latiente).

En el grupo control el riidn se extrae a corazén latiente por lo que no existe
periodo de isquemia caliente como tal. Todos los rifiones fueron viables.

8.6.1.1. S.0.D.

La siguiente figura y tabla reflejan los valores de SOD tisular en tres momentos.

0,14 -

0,12 -

0,08 - _]iil
0,06 - T

0,04 -

0,02 -
0 T T 1

Figura: Valor SOD U/mL. Momento basal (B), previo a la revascularizacion del injerto (PR) y tras

una hora de haberse perfundido el rifidén (1R).
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Tabla con el valor medio, desviacion

B 0.1 +/-0.09
PR 0.08 +/- 0.06
1R 0.08 +/- 0.06

Tras la extraccion se conserva el rindn en isquemia fria produciéndose consumo de

SOD. Realizado el implante y transcurrida una hora no varia el nivel tisular de SOD.

8.6.1.2. Glutation Reductasa

La siguiente figura y tabla exponen los valores de glutation reductasa obtenidos.

0,4 -
0,35 -

0,3 - l

0,25 - %7
0,2 -

0,15
0,1 -

0,05 -
0 T T 1

Figura: Valor GR U/L. Momento basal (B), previo a la revascularizacién del injerto (PR) y tras una

hora de haberse perfundido el rifién (1R).

Tabla con el valor medio, desviacion

B 0.24 +/-0.16
PR 0.28 +/- 0.16
1R 0.22 +/-0.18
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Durante la isquemia fria se acumula glutation reductasa para consumirse tras

una hora de reperfusion.

8.6.1.3. Glutation Peroxidasa.
La siguiente figura y tabla reflejan los valores obtenidos de glutation

peroxidasa en el grupo control (corazén latiente).

1,4 -
1,2

o,; %\l %
o,j i

0,2 -
0 T T 1

Figura: Valor GP U/L. Momento basal (B), previo a la revascularizacion del injerto (PR) y tras una

hora de haberse perfundido el rifién (1R).

Tabla con el valor medio, desviacion

B 0.95+/-0.24
PR 0.74+7-0.17
1R 0.78+/-0.29

Se consume durante la isquemia fria y se recupera tras un hora de
reperfusion (al contrario que la glutation reductasa, siguiendo el patron Iégico dada la

relacion que existe entra ambos antioxidantes “efecto pivote”).
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8.6.2. GRUPO G1: 40 minutos de isquemia caliente sin recirculacion.

Analizamos el Grupo 1 de rifiones sometidos a 40 minutos de isquemia
caliente sin recirculacion extracorpérea. Determinamos los valores tisulares de cada
antioxidante en los diferentes momentos del estudio. Se comparan estadisticamente

los valores obtenidos entre injertos viables y no viables.

8.6.2.1. S.0.D.

La siguiente figura y tabla reflejan el nivel tisular de SOD en los diferentes
momentos del grupo de rinones sometidos a 40 minutos de isquemia caliente sin
recirculacion extracorporea. No existen diferencias estadisticamente significativas

entre 6rganos viables y no.

1,6
1,4 -
1,2 -

1 -
0,8 - ——SO0D VIABLE
0,6 - —&—S0D NO-VIABLE
0,4 -
0,2 A

0 T T T T 1
-0,2 - B 1B PR 1R

Figura: Valor SOD U/mL. Momento basal (B), inicio recirculacion (IB), final recirculacién (FC), previo

a la revascularizacion del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).
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Tabla con el valor medio , desviacion y grado significacion estadistica

SOD VIABLE SOD NO-VIAB P
B 0.4 +/- 0,33 0.35 +/- 0,22 1
IB 0.09 +/- 0,03 0.20 +/- 0,18 0,27
PR 0.11 +/- 0,1 0.04 +/- 0,01 0,29
1R 1.29 +/- 1,01 0.11 +/- 0,09 0,11
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8.6.2.2.Glutation Reductasa.

La siguiente figura y tabla reflejan el nivel tisular de glutation reductasa en los
rinones sometidos a 40 minutos de isquemia caliente sin recirculacidn extracorporea.

En el momento de finalizar la isquemia caliente (IB) hallamos diferencias

estadisticamente significativas entre viables y no viables.

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 1 =
0,1 -

0 : . . :

——GR VIABLE
—&— GR NO-VIABLE

Figura: Valor GR U/L. Momento basal (B), inicio recirculacion (IB), final recirculacién (FC), previo a la

revascularizacién del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).

Tabla con el valor medio ,desviacion y grado significacion estadistica.

GR VIABLE GR NO-VIAB. P
B 0.35 +/- 0,14 0.37 +/- 0,11 1
IB 0.26 +/- 0,07 0.62 +/- 0,15 0,03
PR 0.28 +/- 0,09 0.3 +/- 0,05 0,88
1R 0.33 +/- 0,11 0.35 +/- 0,11 0,82
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8.6.2.3.Glutation Peroxidasa.

La siguiente figura y tabla reflejan el valor tisular de la glutation reductasa en
los rifiones sometidos a 40 minutos de isquemia sin posterior recirculacion. No
hallamos diferencias estadisticamente significativas entre rifiones viables y no-

viables.
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Figura: Valor GP U/L. Momento basal (B), inicio recirculacion (IB), final recirculacion (FC), previo a la

revascularizacién del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).

Tabla con el valor medio, desviacién y grado significacion estadistica.

GP VIABLE GP NO-VIAB P
B 1.07+/-0,29 0.83 +/-0,41 | 0,47
IB 0.84 +/-0,18 | 0.97 +/-0,52 | 0,72
PR 0.92 +/-0,27 | 0.56 +/-0,39 | 0,1
1R 0.92 +/-0,35 | 0.63 +/-0,37 | 0,51
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8.6.3. GRUPO G2: 40 minutos de isquemia caliente con recirculacion.

En los siguientes graficos y tablas reflejaremos el nivel de cada antioxidante
en los diferentes momentos. El rindn ha sido sometido a 40 minutos de isquemia
caliente, recirculando, con la bomba de by-pass cardiopulmonar, durante 29 minutos.
Como todos los injertos fueron viables observaremos un Unico valor para cada

momento.

8.6.3.1. S.0.D.
Los niveles tisulares de la SOD, en los rifiones sometidos a 40 minutos de
isquemia caliente con circulacién extracorpérea, en los diferentes momentos del

estudio son reflejados en la siguiente figura y tabla.

2,5 ~
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Figura: Valor SOD U/mL. Momento basal (B), inicio recirculacion (IB), final recirculacién (FC), previo

a la revascularizacion del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).

Durante la isquemia caliente y fria se consume, recuperandose con la

recirculacion extracorpoérea y tras la reperfusion.
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Tabla con el valor medio y desviacion

SOD
B 1,9 +/-1,47
IB 0.53 +/- 0,90
FC 1.1 +/-1,31
PR 0.67 +/- 0,91
1R 1.26 +/- 1,58

8.6.3.2. Glutation Reductasa

La siguiente grafica y tabla reflejan los valores obtenidos de glutation

reductasa, en los diferentes momentos, en el grupo de 40 minutos de isquemia

caliente y recirculacion extracorporea.
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Figura: Valor GR U/L. Momento basal (B), inicio recirculacion (IB), final recirculacién (FC), previo a la

revascularizacién del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).
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Tabla con el valor medio y desviacion

GR
B 0.29 +/- 0,19
IB 0.31 +/- 0,11
FC 0.36 +/- 0,13
PR 0.29 +/- 0,14
1R 0.33 +/-0,18

El nivel tisular de glutation reductasa aumenta durante la isquemia caliente y
con la recirculacion extracorporea para consumirse durante la isquemia fria y volver

a aumentar su concentracion tras una hora de reperfusion.

8.6.3.3. Glutation Peroxidasa
La siguiente figura y tabla reflejan en nivel tisular de glutation peroxidasa en

los diferentes momentos en el grupo de 40 minutos con recirculacién extracorporea.
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Figura: Valor GP U/L. Momento basal (B), inicio recirculacion (IB), final recirculacion (FC), previo a la

revascularizacién del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).
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Tabla con el valor medio y desviacion

GP
B 0.69 +/- 0,35
IB 0.79 +/- 0,2
FC 0.69 +/- 0,28
PR 0.76 +/- 0,3
1R 0.77 +/- 0,22

La glutation peroxidasa se acumula durante la isquemia fria e inicia su consumo
durante la recirculacion. Recupera durante la isquemia fria para mantenerse una vez

realizado el implante y habiendo transcurrido una hora.
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8.6.4. GRUPO 3: 90 minutos de isquemia caliente con recirculacion.

En este apartado analizaremos el valor de cada antioxidante en los diferentes
momentos del estudio. Los riflones fueron sometidos a 90 minutos de isquemia con
posterior recirculacion extracorporea. Se compararan los valores obtenidos entre

viables y no viables.

8.6.4.1.5.0.D.
La siguiente figura y tabla reflejan los valores de SOD obtenidos en cada
momento. No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los

rinones viables y los no viables.
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0,2 - ——SOD VIABLE
0,15 - —&—SOD NO-VIABLE
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B IB FC PR 1R

Figura: Valor SOD U/mL. Momento basal (B), inicio recirculacién (IB), final recirculacién (FC), previo

a la revascularizacion del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).
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Tabla con el valor medio, desviacién y grado significacion estadistica.

SOD VIABLE | SOD NO-VIAB P
B 0.15 +/- 0,073 | 0.21 +/-0,.001 | 0,28
IB 0.13 +/- 0,11 0.11 +/- 0,069 |1
FC 0.27 +/- 0,339 | 0.15+/-0,125 | 0,66
PR 0.07 +/- 0,08 0.05 +/- 0,023 |1
1R 0.05 +/- 0,048 | 0.28 +/-1 0,12
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8.6.4.2. Glutation Reductasa.

La siguiente figura y tabla reflejan los valores de glutation reductasa obtenidos
en diferentes momentos. Se analiza en los rifones sometidos a 90 minutos de
isquemia caliente y recirculacion extracorpérea. Entre los viable y no viables no se

encuentran diferencias estadisticamente significativas.
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Figura: Valor GR U/L. Momento basal (B), inicio recirculacion (IB), final recirculacién (FC), previo a la

revascularizacién del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).

Tabla con el valor medio, desviacién y grado significacion estadistica.

GR VIABLE GR NO-VIAB P
B 0.26 +/- 0,176 0.13 +/- 0,076 0,29
IB 0.30 +/- 0,21 0.28 +/- 0,193 0,83
FC 0.16 +/- 0,121 0.22 +/- 0,121 0,66
PR 0.17 +/- 0,131 0.13 +/- 0,074 0,43
1R 0.14 +/- 0,07 0.28 +/- 0,196 0,13
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8.6.4.3.Glutation Peroxidasa.

La siguiente figura y tabla reflejan los valores obtenidos de glutation
peroxidasa en los riiones sometidos a 90 minutos de isquemia caliente y posterior
recirculacion extracorpérea. Se obtienen diferencias significativas entre rifiones

viables y no viables transcurrida una hora de reperfusion del injerto.
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Figura: Valor GP U/L. Momento basal (B), inicio recirculacion (IB), final recirculacion (FC), previo a

la revascularizacién del injerto (PR) y tras una hora de haberse perfundido el rifién (1R).

Tabla con el valor medio, desviacion y grado significacion estadistica.

GP VIABLE GP NO-VIAB P
B 0.95 +/- 0,179 0.99 +/- 0,397 0,88
IB 0.85 +/- 0,348 0.86 +/- 0,293 0,83
FC 0.69 +/- 0,279 0.80 +/- 0,086 0,53
PR 0.76 +/- 0,173 0.73 +/- 0,095 0,79
1R 0.69 +/- 0,204 0.90 +/- 0,131 0,03

124



RESULTADOS

8.7. EVOLUCION DE LOS ANTIOXIDANTES EN CADA FASE SEGUN

VIABILIDAD .

Describiremos los incrementos o decrementos que sufre cada antioxidante en
las distintas fases del estudio. Compararemos los injertos viables y no viables para

ver si existen diferencias estadisticamente significativas.

8.7.1. GRUPO G2: 40 minutos de isquemia caliente con recirculacion.

Analizaremos los cambios en la concentracién de cada antioxidante durante
cada fase, en organos sometidos a 40 minutos de isquemia caliente y posterior
recirculacion extracorpérea. Todos los érganos fueron viables.

8.7.1.1. SOD.

La siguiente figura y tabla reflejan los cambios de la SOD a nivel tisular en las

diferentes fases.
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Figura: SOD, U/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de recirculacion extracorpérea (RECIRCU),

fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusion (RP).
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Tabla con el valor medio, desviacion

IC - 1124 +/- 2193

RECIRCU + 576 +/- 1160

IF - 400 +/- 436

RP + 947 +/- 1782

Observamos un consumo durante la isquemia caliente y fria y recuperacion
durante la recirculacion y la reperfusion.

8.7.1.2. Glutation Reductasa.

La siguiente figura y tabla se exponen las variaciones que sufre la glutation
reductasa en cada fase, en érganos sometidos a 40 minutos de isquemia caliente

con recirculacion.
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Figura: GR, miliU/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de recirculacion extracorporea

(RECIRCU), fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusién (RP).
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Tabla con el valor medio, desviacion

IC + 35 +/- 268

RECIRCU + 50 +/-178

IF -45 +/- 155

RP + 26 +/-129

La glutation reductasa sélo se consume durante la isquemia fria, aumentando

su concentracion en las demas fases.

8.7.1.3. Glutation Peroxidasa.
La siguiente figura y tabla refleja los cambios en la concentracién tisular de
glutation peroxidasa en los érganos sometidos a 40 minutos de isquemia caliente

con recirculacion extracorporea durante 30 minutos.
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Figura: GP, miliU/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de recirculacion extracorporea

(RECIRCU), fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusién (RP).
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Tabla con el valor medio, desviacion

IC + 42 +/- 418
RECIRCU -103 +/- 305
IF + 53 +/- 296
RP -43 +/- 360

Aumenta durante la isquemia caliente, e inicia su consumo durante la
recirculacion, recuperando su nivel durante la isquemia fria, mientras, recordemos, la
glutation reductasa se consume para reducir el glutation. De nuevo se consume con

la reperfusion.

8.7.2. GRUPO G1: 40 minutos de isquemia caliente sin recirculacion.

Analizaremos los incrementos y decrementos que sufre cada antioxidante en
las diferentes fases del estudio, en érganos sometidos a 40 minutos de isquemia
caliente sin recirculacion extracorpérea. Compararemos, estadisticamente los

viables y los no-viables.

8.7.2.1. SOD.
La siguiente figura y tabla exponen las variaciones sufridas por la SOD , a
nivel tisular, en las diferentes fases, tras ser sometidos a los 6rganos a 40 minutos

de isquemia caliente sin recirculacion.
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Figura: SOD, U/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusion

(RP).

Tabla con el valor medio, desviacién y grado de significacion estadistica

SOD VIABLE SOD NO-VIABLE | P
IC -160 +/- 47 - 146 +/- 366 0.5
IF + 25 +/- 115 -160 +/- 164 0.1
RP + 1127 +/- 966 +70 +/-103 0.2

Las diferencias aparecen en la fase de isquemia fria, donde el érgano viable
tiende a recuperar y el no-viable tiende a consumir. Durante la reperfusion todos los
rinones tienden a recuperar, pero en mayor grado los viables. No hallamos

diferencias significativas.

129



RESULTADOS

8.7.2.2. Glutation Reductasa.

La siguiente figura y tabla refleja los cambios de concentracién tisular de la
glutation reductasa en las diferentes fases.Tanto en la fase de isquemia caliente
como en la de isquemia fria hallamos diferencias estadisticamente significativas
entre viables y no viables. El riidn viable inicia su consumo ya en la fase de
isquemia caliente al contrario que el no-viable que aumenta su concentracion. Con la
isquemia grifa el viable recupera y el no-viable presenta un importante consumo,

recuperando la concentracion tras una hora de reperfusion.
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Fig.: GR, miliU/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusion(RP).
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Tabla con el valor medio, desviacién y grado de significacion estadistica

GR VIABLE GR NO-VIABLE P
IC -134 +/- 48 + 254 +/- 246 0.05
IF + 30 +/- 80 - 324 +/-144 0.009
RP + 52 +/- 56 + 49 +/- 129 0.9

8.7.2.3. Glutation Peroxidasa.

La figura y tabla siguientes exponen las variaciones que sufre la glutation
peroxidasa a nivel tisular tras sufrir 40 minutos de isquemia sin recirculacion
posterior. No existen diferencias estadisticamente significativas entre rinones viables

y no-viables.
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Figura: GP, miliU/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusion

(RP).
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Tabla con el valor medio, desviacién y p estadistica

GP VIABLE GP NO-VIABLE P
IC - 378 +/- 371 + 136 +/- 939 0.5
IF + 54 +/- 371 - 404 +/- 862 0.6
RP - 78 +/- 311 + 67 +/- 290 0.5
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8.7.3. GRUPO G3: 90 minutos de isquemia caliente con recirculacién.

Analizaremos los incrementos y decrementos que sufre cada antioxidante en
las diferentes fases del estudio, en érganos sometidos a 90 minutos de isquemia
caliente y posterior recirculacion extracorpérea durante 30 minutos. Compararemos

estadisticamente los viables y los no-viables.

8.7.3.1. SOD.

La siguiente tabla y figura reflejan los cambios que sufre la SOD a nivel
tisular en los 6rganos sometidos a 90 minutos de isquemia caliente y posterior
recirculacion extracorpérea. No existen diferencias estadisticas significativas al
comparar rifiones viables con no viables, a pesar de que el incremento de SOD
durante la reperfusién en los rifiones no viables se aproximé a la significacion

estadistica.
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Figura: SOD, U/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de recirculacion extracorpérea (RECIRCU),

fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusion (RP).
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Tabla con el valor medio, desviacion y grado significacion estadistica

SOD VIABLE SOD NO-VIABLE | P
IC - 25 +/- 142 -99 +/-103 0.5
RECIRCU + 84 +/- 389 +39 +/- 71 0.2
IF -172 +/- 342 - 135 +/- 153 0.8
RP + 10 +/- 58 + 300 +/- 381 0.09

8.7.3.2. Glutation Reductasa.

La siguiente figura y tabla exponen los cambios a nivel de la glutation
reductasa tisular, tras someter al 6rgano a 90 minutos de isquemia con recirculacion
extracorpérea. En la fase de isquemia fria y en la de reperfusion hallamos
diferencias estadisticamente significativas . Existe un punto de cruce a nivel de la
fase de isquemia fria, donde recuperar el rifidn viable y persiste el consumo del no-

viable. Vuelven a cruzarse en la fase de reperfusién donde el viable consume y el no

viable aumenta considerablemente su concentracion.
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250 -
200 -

150 -

100 - =—4—GR VIABLE

50 -

=~ GR NO-VIABLE

0 ;
-50  ©
-100 A

-150 -

-200 -

Figura: GR, miliU/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de recirculacion extracorporea

(RECIRCU), fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusién (RP).

Tabla con el valor medio, desviacién y grado significacion estadistica

GR VIABLE GR NO-VIABLE P
IC + 73 +/-191 + 89 +/- 119 0.8
RECIRCU -133 +/-135 - 53 +/-99 0.3
IF + 3 +/- 31 - 109 +/- 94 0.03
RP -29 +/- 53 + 203 +/- 138 0.007
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8.7.3.3. Glutation Peroxidasa.

La siguiente figura y tabla reflejan los cambios a nivel tisular de la glutation
peroxidasa en las diferentes fases, en érganos sometidos a 90 minutos de isquemia
caliente con recirculacién extracorpoérea. En la fase de reperfusiéon encontramos

diferencias significativas, el rifidn viable consume y el no viable aumenta de forma

importante su concentracion.
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Figura: GP, miliU/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de recirculacion extracorporea

(RECIRCU), fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusién (RP).

Tabla con el valor medio, desviacion y grado significacion

=4— GP VIABLE

—ii— GP NO-VIABLE

GP VIABLE GP NO-VIABLE P
IC -169 +/- 422 -122 +/- 750 0.9
RECIRCU - 158 +/- 273 - 59 +/- 377 0.8
IF + 70 +/- 273 -72 +/-141 0.1
RP -72 +/- 268 + 236 +/- 115 0.03
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8.8. EVOLUCION DE LOS ANTIOXIDANTES SEGUN EL TIEMPO DE
ISQUEMIA APLICADO.

En este apartado describiremos los cambios, incrementos o decrementos, que
sufre cada antioxidante en las diferentes fases, pero lo realizaremos agrupando los
organos segun el tiempo de isquemia aplicado. Por tanto compararemos los rifones
sometidos a 40 minutos de isquemia caliente con los sometidos a 90 minutos.
Analizamos el grupo 2 y 3, es decir 40 y 90 minutos de isquemia con circulaciéon

extracorpoérea.

8.8.1. SOD.
En la siguiente figura y tabla reflejamos los cambios tisulares en la
concentracion de SOD en las diferentes fases del estudio. No existen diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura: SOD, U/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de recirculacion extracorpérea (RECIRCU),

fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusion (RP).
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Tabla con el valor medio, desviacién y grado de significacion estadistica

SOD 40 MIN. SOD 90 MIN. P
IC -1124 +/- 2193 - 55 +/- 127 0.1
RECIRCU + 575 +/- 1160 + 66 +/- 294 0.1
IF - 276 +/- 386 - 135 +/- 153 0.5
RP + 947 +/- 1782 + 107 +/- 245 0.4

8.8.2. Glutation Reductasa.
La siguiente figura y tabla reflejan los valores tisulares de la glutation
reductasa segun el tiempo de isquemia, 40 6 90 minutos. Se compara

estadisticamente ambos grupos. Hallamos diferencias en la fase de recirculacion.
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Figura: GR, miliU/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de recirculacion extracorporea

(RECIRCU), fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusién (RP).
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Tabla con el valor medio, desviacién y grado significacion estadistica

GR 40 MIN. GR 90 MIN. P
IC + 35 +/- 268 + 79 +/- 158 0.7
RECIRCU + 50 +/- 178 -101 +/- 123 0.05
IF - 45 +/- 155 -34+/-77 0.8
RP + 26 +/- 129 + 50 +/- 140 0.7

Durante la recirculacion extracorporea el rifidn que ha sufrido 40

minutos de

isquemia caliente recupera glutation reductasa, mientras que el de 90 minutos

consume.
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8.8.3. Glutation Peroxidasa.

La siguiente figura y tabla reflejan los cambios que sufre la glutation
peroxidasa a nivel tisular, segun el tiempo de isquemia caliente aplicado. No existen
diferencias significativas, pero si un punto de interés durante la isquemia fria y la
recirculacion. El rindbn de 40 minutos de isquemia caliente tiende a aumentar la
concentracion durante la isquemia caliente y tiende a consumir durante la
recirculacion , al contrario que el rindn de 90 minutos de isquemia caliente. Con la

reperfusion el de 40 minutos tiende a consumir y el de 90 tiende a recuperar.
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Figura: GP, miliU/L; fase de isquemia caliente (IC), fase de recirculacion extracorporea

(RECIRCU), fase de isquemia fria (IF) y fase de reperfusién (RP).
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Tabla con el valor medio, desviacién y p estadistica

GP 40 MIN. GP 90 MIN. P
IC +42 +/- 418 -151 +/- 513 0.5
RECIRCU -103 +/- 305 - 118 +/- 302 0.9
IF + 53 +/- 296 + 23 +/- 238 0.8
RP -45 +/- 360 + 30 +/- 266 0.6
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8.9. EFECTO RECIRCULACION EXTRACORPOREA SOBRE RINONES
SOMETIDOS A 40 MINUTOS DE ISQUEMIA CALIENTE.

Compararemos los niveles tisulares de cada antioxidante entre el grupo 2 (40
minutos de isquemia caliente con recirculaciéon) y el grupo 1 (40 minutos de isquemia
caliente sin circulacion extracorpérea).

8.9.1. SOD.

En la siguiente figura y grafica reflejamos los valores tisulares de SOD en los
diferentes momentos del experimento comparando los dos grupos.

Observamos el efecto beneficioso de la circulacidn mejorando la concentracion de
SOD en el momento que finaliza el periodo de isquemia fria: en el grupo con
recirculacion la concentracién tisular media de SOD es de 0,6 U/mL y en el grupo sin

recirculacion es de 0,091 U/mL, con un grado de significacion estadistica de p<0.05.
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Figura: SOD U/mL; B basal, IB final isquemia caliente, PR previo revascularizacion del injerto; 1R tras

una hora de haberse reperfundido el rifion.
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40 con CEC 40 sin grado significacion
B 1.8 +/-1.4 0.38 +/- 0.07 0.1
IB 0.52 +/-0.9 0.14 +/-0.12 0.6
PR 0.6 +/-0.9 0.091 +/-0.06 | 0.05
1R 1.2 +/-1.5 0.7 +/- 0.9 0.5

8.9.2. Glutation Reductasa.

La siguiente figura y tabla reflejan los valores tisulares de glutation reductasa
en los diferentes momentos comparando ambo grupos. No hallamos diferencias
estadisticamente significativas entre los rifiones con circulacion extracorporea y sin

recirculacion, con el mismo tiempo de isquemia caliente de 40 minutos.

0,5 -
0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 1 = B —e— 40+ CEC

obz,g 1 —&— 40 sin
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 . . . .

Figura: glutation reductasa U/L; B basal, IB final isquemia caliente, PR previo revascularizacion del

injerto; 1R tras una hora de haberse reperfundido el rifion.
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40 con CEC 40 sin grado significacion
0.29 +/-0.19 | 0.36 +/-0.12 0.5
B
0.31 +/- 0.1 0.42 +/- 0.21 0.2
IB
0.29 +/-0.13 0.29 +/- 0.08 0.9
PR
0.33 +/- 0.17 0.34 +/- 0.1 0.9
1R

El nivel de glutation reductasa tiende a disminuir desde el final de la isquemia
caliente (IB) hasta el momento de revascularizar (PR) en el grupo sin recirculacion,

mientras que el grupo con circulacion tiende a mantener el mismo nivel. Tras la

reperfusion alcanzan la misma concentracion.

8.9.3. Glutation Peroxidasa.

La siguiente figura y tabla reflejan los valores tisulares de glutation peroxidasa
en los diferentes momentos comparando ambo grupos. No hallamos diferencias

estadisticamente significativas entre los rifilones con circulacion extracorpérea y sin

recirculacion, con el mismo tiempo de isquemia caliente de 40 minutos.

1,2 -

1 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 1

0

;'L\_P_.

—— 40+ CEC
=840 sin

Figura: glutation peroxidasa U/L; B basal, IB final isquemia caliente, PR previo revascularizacion del

injerto; 1R tras una hora de haberse reperfundido el rifién.

PR
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40 con CEC 40 sin grado
B 0.68 +/- 0.39 0.97 +/-0.34 0.1
IB 0.79 +/-0.19 0.9 +/-0.33 0.5
PR 0.75 +/- 0.29 0.78 +/- 0.34 0.8
1R 0.77+/- 0.21 0.77 +/- 0.36 0.9

Durante la isquemia caliente evolucionan con diferente patrén, pero desde el

final de la misma hasta el momento previo a la revascularizacion del riidn en ambos

grupos tienden a consumir igualando las concentraciones.
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8.10. CARGA ENERGETICA SEGUN VIABILIDAD.

En 1981 Granger, Rutili y Mc Cord 7” describen el « mecanismo molecular »
que se produce durante el fendmeno de isquemia-reperfusion. Durante el periodo de
isquemia se consume ATP, catabolizandose a ADP y AMP. Este ultimo se cataboliza
a xantina e hipoxantina. Esto provoca la incapacidad para mantener el gradiente de
membrana y fracasa la homeostasis intracelular.

Para obtener |la carga energética se ha aplicado la formula de Atkinson

C.E.= ATP + > ATP /| ATP + ADP + AMP

A partir del valor obtenido de cada sustancia en el estudio mediante la HPLC,
calculamos el porcentaje de cada uno de los nucledtidos y derivados respecto del
total, asi, el porcentaje de ATP de una muestra de tejido, se obtiene del siguiente

cociente:PORCENT. ATP = ATP / (ATP + ADP + AMP + Xantina + Hipoxantina)

En la siguiente figura y tabla se representan los valores medios de carga
energética en los diferentes momentos del estudio, comparandose estadisticamente
los valores de los viables y los de los no-viables.

Hallamos diferencias significativas entre riflones viables y no-viables respecto
a la carga energética al finalizar la recirculacion extracorpérea (FC) y tras una hora
de reperfusién (1R). Al finalizar la circulacion el riidn no viable recupera mas carga
energética que el viable, para consumirla durante la isquemia fria. Con la reperfusion

el viable recupera la carga energética, mientras que el no-viable no la modifica.
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0,5 -
0,45 -
0,4 -
0,35 - —&—carga energética
viables
0,3 -
0,25 - —#—c.e. no-viables
0,2 1
0,15 -
0,1 -
0,05 -

B IB FC PR 1R

Figura: nivel de carga energética ; B (momento basal); IB(inicio de recirculacién); FC (final de la

recirculacion); PR (final de la isquemia fria); 1R (transcurrida una hora de reperfundido el 6rgano)

Tabla con el valor medio, desviacion y grado significacion estadistica.

VIABLES NO-VIABLES P
B 0.28+/-0.09 0.27+/- 0.08 0.7
IB 0.19+/- 0.05 0.29+/- 0.23 0.3
FC 0.23+/- 0.04 0.42+/- 0.21 0.06
PR 0.22+/- 0.1 0.21+/- 0.05 0.7
1R 0.31+/- 0.1 0.22+/- 0.06 0.03
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8.11. NIVEL DE ATP SEGUN VIABILIDAD.
En la siguiente figura y tabla reflejamos los valores de ATP en cada momento
del trasplante, segun la viabilidad. No existen diferencias estadisticamente

significativas al comparar rinones viables y no viables.

0,25 -

0,2 -

0,15 1 —e— ATP VIABLE

—=— ATP NO VIABLE

0,1 -

0,05 - -

——

B IB FC PR 1R

Figura: nivel de ATP ; B (momento basal); IB(inicio de recirculacion); FC (final de la recirculacion);

PR (final de la isquemia fria); 1R (transcurrida una hora de reperfundido el 6rgano)

Tabla con el valor medio, desviacion y grado significacion estadistica.

VIABLES NO-VIABLES P
B 0.13+/- 0.05 0.15+/- 0.05 0.5
IB 0.06+7- 0.01 0.07+/- 0.03 0.1
FC 0.07+/- 0.02 0.18+/-0.19 0.4
PR 0.07+/- 0.04 0.06+/- 0.03 0.6
1R 0.12+/- 0.06 0.09+/- 0.04 0.1
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8.12. NIVEL DE HIPOXANTINA Y XANTINA SEGUN VIABILIDAD.

Durante la isquemia se degrada el ATP dando como producto final

hipoxantina que gracias a la accion de la enzima xantinooxidasa se transformara en

xantina.

8.12.1. Hipoxantina.

En la siguiente figura y tabla reflejamos los valores de hipoxantina en cada

momento del estudio. Estadisticamente no hallamos diferencias significativas entre

rinones viables y no-viables. Todos los érganos aumentan la concentracion de

hipoxantina durante la isquemia caliente y fria, disminuyendo la produccién con la

recirculacion y con la reperfusion.

0,6 -
0,5
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

—&—HIPOX VIABLES
——HIPOX NO-VIABLES

B

IB FC PR 1R

Figura: nivel de hipoxantina ; B (momento basal); IB(inicio de recirculacion); FC (final de la

recirculacion); PR (final de la isquemia fria); 1R (transcurrida una hora de reperfundido el 6rgano)
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Tabla con el valor medio, desviacién y grado significacion estadistica.

VIABLES NO-VIABLES P
B 0.13+/-0.14 0.11+/- 0.09 0.6
IB 0.48+/-0.13 0.51+/-0.12 0.5
FC 0.42+/- 0.15 0.41+/-0.19 0.9
PR 0.43+/-0.15 0.53+/- 0.14 0.1
1R 0.24+/-0.19 0.17+/-0.12 0.6

8.12.2. Xantina.

La siguiente figura y tabla reflejan los niveles de xantina a nivel tisular en los
diferentes momentos del estudio. No hallamos diferencias estadisticamente
significativas entre rifilones viables y no viables. Recordemos que la xantina se
produce con la entrada de oxigeno. El o6rgano viable tiende a mantener la
concentracion durante la isquemia fria y con la recirculacién, y por tanto entrad de
oxigeno, tiende a aumentar la concentracién que tiende a disminuir con la isquemia
fria y tiende a aumentar con la entrada de oxigeno durante la reperfusion. El no-
viable ya tiende a producir xantina en la ,isquemia caliente, que disminuira con la

isquemia fria y tendera a producir xantina con la reperfusion.
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0,12 -
0,1 -

0,08 -

=—&— XANT. VIABLES
=~ XANT. NO-VIABLES

0,06 -

0,04 -

0,02 -

B IB FC PR 1R

Figura: nivel de hipoxantina ; B (momento basal); IB(inicio de recirculacion); FC (final de la

recirculacion); PR (final de la isquemia fria); 1R (transcurrida una hora de reperfundido el 6rgano)

Tabla con el valor medio, desviacion y grado significacion estadistica

VIABLES NO-VIABLES P
B 0.01+/- 0.03 0.004+/- 0.004 0.6
IB 0.01+/- 0.01 0.03+/-0.07 0.7
FC 0.07+/-0.08 0.02+/- 0.03 0.1
PR 0.07+/- 0.02 0.006+/-0.006 0.7
1R 0.05+/- 0.11 0.09+/-0.16 0.5
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8.13. ESTUDIO HISTOLOGICO

8.13.1. MUESTRAS INTRAOPERATORIAS.

Los cambios observados en las muestras intraoperatorias no fueron
destacables. Tan sélo se objetivaron fendmenos de vacuolizacién en el citoplasma y
edema celular en algunas muestras al final del periodo de isquemia fria que se
consideran lesiones reversibles.

Se ha de realizar el diagnéstico diferencial entre la vacuolizacidon secundaria a
la isquemia, con la que se produce durante el procesamiento histolégico habitual de

las muestras.

A.P.Hematoxilina-eosina 200 x. Histologia normal. Glomérulos y tubulos conservados.
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A.P. hematoxilina-eosina 400x. Vacuolizacion y edema tubular.
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8.13.2. MUESTRAS AL 5° DIA POSTOPERATORIO.

8.13.2.1.Grupo control.
No se observaron cambios de necrosis cortical en ninguno de los animales del
grupo. El 50% presenté Necrosis Tubular Aguda leve y en 3 casos (30%)

encontramos cambios caracteristicos de rechazo vascular.

NTA. HE x 200 Rechazo vascular leve. HE x 200

8.13.2.2.Grupo 1
En el grupo 1 (rinones con 40 minutos de isquemia caliente sin recirculacion
extracorporea ) observamos 3 casos de Necrosis cortical, 3 de necrosis tubular

aguda (NTA) leve y cuatro sin alteraciones.

8.13.2.3.Grupo 2
En el grupo 2 (rinones con 40 minutos de isquemia caliente sin recirculacion
extracorporea) observamos 5 casos de necrosis tubular aguda (NTA) leve, sinningun

caso de necrosis cortical, y el resto de biopsias sin alteraciones.
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A.P. Hematoxilina-eosina 200x. NECROSIS TUBULAR AGUDA

8.13.2.4. Grupo 3
En el grupo 3 (rifones con 90 minutos de isquemia caliente y recirculacion
extracorpérea) observamos 4 casos de Necrosis cortical severa y 6 casos de

necrosis tubular aguda leve-moderada.

A.P. Hematoxilina-eosina 400x. NECROSIS CORTICAL
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RESUMEN HISTOLOGICO

Histologia normal Necrosis cortical

5 0
4 3
5 0
0 4

156



DISCUSION

8. DISCUSION

La falta de érganos para trasplante ha hecho necesario buscar nuevas
fuentes de rifiones catalogados como subodptimos, entre ellos rifiones
procedentes de donantes a corazon parado. Se calcula que de esta forma
podriamos aumentar un 20% el numero de donantes potenciales.

Una de las mayores dificultades que observamos al trabajar con
donantes a corazén parado (NHBD) es poder discernir entre drganos viables y
no-viables.

La base fisioldgica de este dafio renal es el sufrimiento por parte del
organo del fendmeno conocido como sindrome de isquemia-reperfusion. El
dafo producido por la isquemia-reperfusion en los donantes a corazon parado
es mayor al existir una fase de isquemia caliente. Esta lesion repercutira en una
mayor afectacion de la viabilidad.

Hablar de sindrome de isquemia-reperfusion lleva implicado hablar de
los radicales libres de oxigeno y de los antioxidantes. Estos son los actores
que protagonizan a nivel celular los cambios de la isquemia- reperfusiéon. La
entrada de oxigeno ( O2 ) trae consigo la formacién de RLO. Una vez entren en
escena, la célula utilizara sus antioxidantes para bloquearlos

El interés de este trabajo reside en detallar los cambios que se
producen en los niveles de antioxidantes en el injerto renal desde su extraccion

hasta su reperfusién en el receptor.
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Solo conociendo el proceso desde su inicio podremos entender los
resultados que obtengamos en estos 6rganos y de esta forma intentar predecir
la viabilidad del mismo.

El conocimiento de los antioxidantes es de desarrollo reciente, con una
serie de avances que enumeraremos a continuacion.

En 1969 McCord ' describe la SOD y en 1982 se descubre la glutation
peroxidasa en plasma e intestino. La forma clasica de GP fue descubierta en
1957. En 1981, Granger, Rutili y McCord ”” publican la hipétesis de la
produccion de RLO a través de la activacion de la Xantina Oxidasa. En 1985,
Baker ?%? realiza la primera publicacién sobre el dafio producido por RLO. En
1987, Shoskes ?* determina en higado con isquemia fria de 8-12h y en
rinones tras 15 minutos de isquemia caliente la actividad de SOD y de XOD.
Realiza determinaciones puntuales, sin analizar cambios evolutivos. En 1992,
Alcaraz y col.?** demuestran el efecto beneficioso de los antioxidantes
exdgenos al bloquear los RLO en el trasplante experimental con ratas.
Encontramos multiples estudios que aplicando el principio del sindrome de

isquemia-reperfusion administran antioxidantes en la fase de reperfusion

225,226,227,228,229,230,231 t232

mejorando la viabilidad del injerto ., Haue publica en el

2000 la utilidad de administrar polietileno-glicol (PEG 20M) en las soluciones de
preservacion, es decir, en el periodo de isquemia fria, demostrando que esto

233

disminuye la inflamacioén celular. En el 2002, Treska®™ publica un trabajo en

cerdos demostrando que la administracién de selenio en la reperfusion mejora
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la viabilidad del rindn (recordemos que la glutation peroxidasa es una selenio-
proteina).

234 gctualiza su estudio

Un ano mas tarde, en el 2003, de nuevo Treska
experimental en cerdos administrando selenio en la solucion de reperfusion,
midiendo la concentracién de malondialdehido a nivel vena renal en los tiempos
0 y 120 minutos una vez realizado el trasplante. EI malondialdehido es un
indicador de radicales libres de oxigeno, y con la administracion de selenio se
produce una disminucion de su concentracion. En el 2003 Sekhon?® realiza un
experimento utilizando perros, sometiendo a uno de los dos rifiones a isquemia
caliente de 90 minutos, y entonces los divide en dos grupos, uno solo con
isquemia y otro con isquemia y triple tratamiento con N-actil-cisteina (un
potente antioxidante), sodio-nitropuside (SNP es un donante de oxido nitrico) y
el enzima inhibidor del convertidor de endotelina-1, obteniendo mejoria de la
bioquimica renal (creatinina, BUN) y menor inflamacién histolégica en los
rinones tratados.

Consideramos que nuestra investigacion es novedosa al realizar un
seguimiento estricto de los antioxidantes en las diferentes fases del trasplante.
Hemos podido demostrar el patron de los antioxidantes en la fase de isquemia
caliente, en la fase de recirculacion, en la fase de isquemia fria y en la de
reperfusion, y utilizando tiempos progresivos de isquemia caliente (40 y 90
minutos), y conocer la utilidad de la recirculacién extracorpérea normotérmica

durante 30 minutos previa a la extraccién. Todos los trabajos recientes van

directamente a la utilizacién de drogas exdgenas para disminuir el dano.
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Nosotros hemos creido necesario conocer con exactitud la evolucion de
los antioxidantes en cada fase, ya que dicho conocimiento es imprescindible
para poder conocer en que momento es mas apropiado administrar dichas
drogas.

No existe en la literatura médica un solo trabajo que reproduzca
totalmente las diferentes fases de un trasplante renal con donante a corazén
parado, recogiendo muestras sanguinea e histoldgicas al inicio y final de cada
una de las fases, y aplicando diferentes tiempos de isquemia caliente
prologanda y afiada el fendbmeno de la recirculacién para demostrar si esto
mejora la viabilidad el érgano. No tan solo se realiza un trabajo observacional,
analizando los niveles de antioxidantes en cada momento, sino que buscamos
la utilidad de los antioxidantes como marcadores de viabilidad.

En la presente tesis se ha diseiiado un modelo experimental y no clinico.
De esta manera se tiene un control estricto de todas las variables que
intervienen. Se ha escogido un animal grande de experimentaciéon, como es el
cerdo, con el fin de guardar la maxima similitud con el humano. Se ha
reproducido el sindrome de isquemia-reperfusion realizando verdaderamente
un trasplante renal heterotépico. Hemos elegido el modelo de trasplante con
donante a corazén parado con el objetivo de acentuar el sindrome de isquemia-
reperfusion. Hemos utilizado diferentes tiempos de isquemia caliente (parada
cardiaca) predeterminados. Todo ello nos permitira reproducir con la maxima

similitud posible la situacion clinica que se daria en el humano.
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Se ha determinado en el injerto renal el nivel tisular de los siguientes
antioxidantes, en las diferentes etapas de un trasplante, Superoéxido
dismutasa (SOD) ,Glutation peroxidasa (GP) y Glutation reductasa (GR).

El presente trabajo basa sus resultados en el estudio histolégico que
determinara la presencia de necrosis cortical, que vendra dada por la presencia
de glomérulos inviables en las muestras. La existencia de esta lesion hara que
el érgano se considere como un trasplante no viable. También se analizaron
las biopsias segun el criterio de Banff’*®® para establecer grados menores de
lesion renal.

Los rinones con 40 minutos de isquemia caliente presentaban necrosis
cortical en un 17,6% ( 3/17) de los trasplantes, mientras que en los rifiones con
isquemia caliente de 90 minutos se detecté un 40% de necrosis cortical (4/10)
en los trasplantes.

En el presente estudio hemos realizado una serie de observaciones que
consideramos de interés.

El tiempo de isquemia caliente influyé en la supervivencia del
animal. Asi los animales controles y los trasplantados con rifiones con
isquemia caliente de 40 minutos con recirculacion sobrevivieron el 100%, y un
90% en los de 40 minutos sin recirculacion . Los animales con rifiones de 90
minutos de isquemia sobrevivieron un 60%.

Con respecto a la viabilidad del 6rgano se ha objetivado que los 6rganos
viables habian estado sometidos a un tiempo de isquemia caliente medio de
36,29 minutos y los no-viables de 68,57 minutos. Por grupos: el grupo de 90

minutos de isquemia caliente un 60% viables; grupo de 40 minutos con
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recirculacion 100 % viables y en el grupo de 40 minutos sin recirculacion 66,6%
viables.

Antes de analizar los resultados obtenidos con los diferentes
antioxidantes es importante recordar la accidn sobre los radicales libres de
cada uno de los antioxidantes analizados.

La SOD actua directamente sobre dos aniones superéxido como indica

la siguiente reaccion,

SOD

0t 0y 4 2H° ‘ H.0, 40,

La glutation reductasa y la glutation peroxidasa estan interrelacionadas
(efecto “pivote”). La glutation reductasa reduce el glutation, substrato necesario
para que pueda actuar la glutation peroxidasa y poder asi metabolizar el

peroxido de hidrégeno, segun .
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GLUTATION OXIDADO
H20+ 02
l GLUTATION REDUCTASA

GLUTATION REDUCID\

GLUTATION PEROXIDASA

A

La primera observacion que realizamos fue ver como se modifica la
concentracion tisular de cada antioxidante en los diferentes momentos de la
preservacion y trasplante, es decir seguir el papel que desarrollan los
antioxidantes en las diferentes fases que comprende el sindrome de isquemia-
reperfusion .

Al analizar la SOD, esta sigue el patrén esperado: con la isquemia
caliente se consume, mientras que en la fase de recirculacion se recupera.
Globalmente se produce una recuperacidon tras la recirculacion del érgano,
debido al efecto positivo de la recirculacion sobre la sintesis de SOD, que
supera al consumo que se inducira por la liberacion de radicales libres durante

esta fase.
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Probablemente este fendbmeno de lesidn por isquemia-reperfusion y
liberacion de RLO es el que induce el consumo de SOD durante la siguiente
fase de isquemia fria. Tras una hora de reperfundir el injerto la concentracion
de SOD vuelve a aumentar (recordemos que en esta fase tanto el injerto como
el huésped pueden aportar la SOD). El consumo de SOD que se produce
durante la isquemia fria y el aumento durante la fase de reperfusion son
cambios estadisticamente significativos respecto a una linea basal de
cero .

La glutation reductasa, cuyo papel es reducir el glutation, se acumula
durante la isquemia caliente e inicia su consumo durante la fase de
recirculacion, que prosigue durante la isquemia fria para recuperarse tras una
hora de reperfusion. La glutation peroxidasa inicia ya su consumo en la
isquemia caliente, consumiendo a su vez glutation, prosigue su consumo en la
fase de
recirculacion y en la isquemia fria la glutation peroxidasa aumente levemente,
En la fase de reperfusion ambas se recuperan.

La glutation reductasa se consume durante la isquemia fria de
forma significativa respecto a una linea basal cero, mientras que la
glutation peroxidasa tiende a consumirse de forma intensa durante la
recirculacion extracorporea.

Analizado el patron que sigue cada antioxidante, y que fases son las
mas interesantes, la siguiente pregunta que debiamos intentar responder era

la actuacién de cada antioxidante en relacién a la intensidad de la lesién
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isquémica, es decir, diferenciando segun el tiempo de isquemia aplicado: 40 6
90 minutos de isquemia caliente.

La SOD sigue un mismo patréon en ambos grupos, la Unica diferencia
radica en que en el grupo de 90 minutos los cambios no son tan
homogéneos obteniendo sélo un dato estadisticamente significativo al
analizar el consumo durante la isquemia fria .

En cambio en el grupo de 40 minutos obtenemos dos datos
estadisticamente significativos, el consumo durante la isquemia fria y
aumento durante la reperfusiéon, y un dato de elevada tendencia a la
significacion estadistica como es el consumo durante la isquemia
caliente.

La glutation reductasa durante la isquemia caliente se acumula. Al ser el
tiempo de isquemia caliente mayor (de 40 a 90 minutos) sugiere que en el
grupo de 90 minutos se consume mas glutation reducido. De ahi que la
glutation reductasa se empiece a consumir durante la recirculacién, mientras
que en el grupo de 40 minutos se sigue acumulando durante la recirculacién.
En el resto de fases siguen el mismo patréon. De los datos obtenidos tan sélo
alcanzo la significacion estadistica el consumo de Glutation Reductasa
durante la recirculacion en el grupo de 90 minutos.

Respecto a la glutation peroxidasa sigue el mismo patrén en ambos
grupos salvo en la fase de reperfusion. Existe consumo, mas importante en el
de 90 durante la isquemia caliente. Se consume durante la recirculacion en
ambos y leve recuperacion durante la isquemia fria. En la fase de reperfusién

en el grupo de 40 minutos de isquemia caliente aun se consume, mientras que
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en el de 90 minutos aumenta (el rifidn de 90 minutos de isquemia caliente se
comporta como si fuera mas lenta su capacidad de reaccion).

En resumen, hemos seguido de forma experimental los cambios que
sufren los antioxidantes en cada fase del sindrome isquemia-reperfusion,
primero de forma global y posteriormente analizando el grupo de 40 minutos
de isquemia caliente y el de 90 minutos, mostrando por primera vez los
patrones de actuacion de estas sustancias. Los antioxidantes siguen un patrén
definido que nos permitira utilizar dichas sustancias para predecir la viabilidad.
Por tanto la siguiente cuestion que nos planteamos, siguiendo el guién
establecido en nuestros objetivos, era ver si los antioxidantes podian predecir
la viabilidad.

El primer andlisis que realizamos fue determinar a nivel global
(incluyendo todos los grupos) el nivel tisular puntual en los diferentes
momentos del experimento comparando rifilones viables y no viables, y el
resultado fue que la determinacion en un momento puntual de SOD,
glutation reductasa y glutation peroxidasa comparando los rifiones
viables y no-viables no permiten predecir la viabilidad.

Sin embargo, al analizar los valores puntuales exclusivamente en los
grupos que tenian rifiones viables y no-viables, 40 minutos sin recirculacion y
90 minutos con recirculacién, si que obtuvimos resultados de interés.

En los rinones de 40 minutos sin recirculacion si determinamos la
concentracion de glutation reductasa al finalizar el periodo de isquemia

caliente (IB) podemos conocer la viabilidad del injerto. Este dato es de
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especial interés practico ya que la viabilidad la podriamos conocer en el
momento de la extraccion del 6rgano o previo al trasplante.

En el grupo de 90 minutos de isquemia caliente con recirculacion
extracorpoérea, la determinacion de la glutation peroxidasa tras una hora
de haberse reperfundido el injerto (1R) permitiria conocer la viabilidad.

Por tanto, hemos analizado las concentracién puntual de un antioxidante
a nivel global (donde no hemos obtenido ningun dato significativo) vy
posteriormente analizamos la concentracion puntual de antioxidantes
conociendo el tiempo de isquemia caliente (40 6 90 minutos).

El siguiente analisis debia ser analizar los incrementos o decrementos
(consumos) en cada fase comparando o6rganos viables y no-viables.
Analizamos los resultados en rifones con 40 minutos de isquemia caliente sin
recirculacion y 90 minutos con recirculacién. No lo hicimos en el grupo control y
el de 40 minutos de isquemia caliente con recirculacion porque en estos grupos
todos los rifiones fueron viables.

En el grupo de 40 minutos sin recirculacion a nivel de los cambios de
SOD entre rifiones viables y no-viables no hallamos diferencias significativas,
pero si algun dato de interés. Durante la isquemia caliente ambos se
consumen, pero durante la isquemia fria el rifidn viable recupera niveles y el no
viable tiende a consumirlos, de tal forma que llegaran a la hora del implante con
menos nivel de SOD los rifiones no-viables. Respecto a la glutation reductasa
si que hallamos diferencias significativas, de tal forma que la determinacion
del incremento o decremento de glutation reductasa durante la isquemia

caliente predice la viabilidad. El rindn viable consume y el no viable
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acumula; y durante la fase de isquemia fria, donde el rinén viable acumula
y el no-viable consume de forma importante. La glutation peroxidasa no
presenta diferencias estadisticamente significativas, pero al igual que la
glutation reductasa, los rifiones viables y no-viables presentan un patrén
opuesto.

En el grupo de 90 minutos de isquemia caliente y recirculacion
extracorpoérea, a nivel de los cambios de concentracion de SOD detectamos
una elevada tendencia al acumulo de SOD tras un hora de reperfusion en el no
viable (p<0,09). Respecto a la glutation reductasa, puede predecir la
viabilidad del rindn en la fase de isquemia fria donde el viable acumula y
el no-viable consume y durante la fase de reperfusion donde el viable
consume y el no-viable acumula.

La glutation peroxidasa presenta diferencias estadisticamente
significativas en la fase de reperfusiéon donde el rinén viable consume y el
no-viable acumula glutation, por tanto podemos afirmar que la glutation
peroxidasa predice la viabilidad del rindn en la fase de reperfusion.

Creimos de interés analizar los cambios que sufre cada antioxidante
segun el tiempo de isquemia aplicado, diferenciando el rindbn sometido a 40
minutos de isquemia respecto al de 90 minutos, en un intento de conocer el
tiempo de isquemia caliente de un organo a partir de los niveles de
antioxidantes. Se ha determinado el incremento o decremento de cada

antioxidante en las diferentes fases.
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La SOD vy la glutation peroxidasa no muestran diferencias significativas,
aunque el patron de evaluacion es diferente segun el tiempo de isquemia
caliente. La glutation reductasa, en la fase de recirculacion presenta diferencias
estadisticamente significativas, entre el rindbn de 40 minutos-que acumula
glutation- y el de 90 minutos-que consume-.

Por tanto, la determinacion de los cambios de glutation reductasa
durante la fase de recirculacion estan en relacion a la intensidad de la
lesién isquémica.

Por ultimo, nos interes6 conocer el efecto de la recirculacion
extracorpoérea en los niveles de los antioxidantes, dado que la recirculaciéon ha
demostrado aumentar la viabilidad del érgano con una lesién isquémica grave.

Teniendo un grupo de 40 minutos de isquemia caliente con recirculaciéon
y otro sin, podemos compararlos segun la concentracion de cada antioxidante
en los diferentes momentos del experimento. La SOD en el momento de
finalizar la isquemia fria presenta mas concentracion en el rinén que ha tenido
recirculacion, es decir llega al momento del implante con mejor capacidad
antioxidante. Por tanto la recirculaciéon aumenta la concentracién de SOD a
final del periodo de isquemia fria . La glutation reductasa y peroxidasa no
muestran diferencias significativas.

Por ultimo y de forma complementaria analizamos, a nivel tisular la carga
energética, el ATP, la xantina y la hipoxantina en los diferentes momentos del
experimento, a igual que hemos hecho con los antioxidantes. Hemos
comparado el nivel puntual en cada momento de estos cuatro parametros,

comparando riiidn viable y no-viable. La concentracién puntual de ATP, xantina
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e hipoxantina no permite predecir la viabilidad, ya que no hallamos diferencias
significativas entre riflones viables y no-viables.
La carga energética predice la viabilidad del rifién tras una hora de

reperfusion (1R), teniendo mayor carga energética el 6rgano viable.
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10. CONCLUSIONES

En este estudio experimental de trasplante renal de donante a corazon

parado hemos hecho hincapié en:

I- La supervivencia del animal trasplantado agrupados segun el tiempo
de isquemia caliente al que se habia sometido el riidn. Se utiliza grupo control
(donante a corazédn latiente).

- La viabilidad del rifidon al quinto dia del trasplante en relacion con el
efecto de la isquemia.

- Efecto sobre los antioxidantes, en su valor absoluto y en sus
variaciones, en las diferentes fases del trasplante: isquemia caliente,
recirculacion, isquemia fria y reperfusién. Se analizan también los cambios en

la carga energética y el catabolismo del ATP, y los cambios histologicos.

A partir de los resultados obtenidos podemos concluir:

1- El tiempo de isquemia caliente influye en la supervivencia de los
animales. Los animales controles y los de trasplante renal tras 40 minutos de
isquemia caliente con recirculacion sobrevivieron el 100%, y un 90% en los de
40 minutos de isquemia caliente sin recirculacion. En el grupo de 90 minutos de

isquemia caliente se objetivo un 60% de supervivencia.
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2- La recirculacion extracorpérea durante 30 minutos tiene influencias
sobre la viabilidad del érgano. La viabilidad del grupo de 40 minutos de
isquemia caliente con recirculacién fue del 100%, mientras que la del grupo de
40 minutos sin recirculacion fue de 66,6% .La viabilidad del grupo de 90

minutos con recirculacion fue del 60%.

Hemos obtenido patrones de actuacion de cada uno de los

antioxidantes de forma global y por grupos ( Conclusiones 3-4-5),

3- Hemos determinado patrones de actuacion de los antioxidantes durante el
sindrome de isquemia-reperfusion. La SOD se consume durante la fase de
isquemia fria (p< 0,09) y aumenta durante la reperfusion (p< 0,02).

La glutation reductasa se consume durante la fase de isquemia fria ( p< 0,04).

4- La SOD se consume durante la fase de isquemia fria (p< 0,04) y aumenta
con la reperfusion (p <0,03) en los rinones sometidos a 40 minutos de isquemia

caliente.

5- La SOD se consume durante la isquemia fria (p< 0,04) y la glutation

reductasa durante la recirculacion extracorpérea (p< 0,01) en los rifiones

sometidos a 90 minutos de isquemia caliente.

172



CONCLUSIONES

La capacidad de los antioxidantes de predecir la viabilidad del rinén

(conclusiones desde la 6-11),

6- Determinar el nivel tisular puntual de SOD, glutation reductasa y glutation
reductasa no predice la viabilidad del rindn sin conocer el tiempo de isquemia

caliente aplicado.

7- La determinacion del incremento o decremento de glutation reductasa
durante el periodo de isquemia caliente (p< 0,05) y durante la fase de isquemia
fria (p< 0,009) predice la viabilidad del injerto renal en rinones sometidos a 40

minutos de isquemia caliente.

8- La determinacion de incremento o decremento de la glutation reductasa en
la fase de isquemia fria (p< 0.03) y en la fase de reperfusién (p< 0.03) predice
la viabilidad en los rinones sometidos a 90 minutos de isquemia caliente y

recirculacion.

9- La determinacién de incremento o decremento de la glutation peroxidasa en
la fase de reperfusion predice la viabilidad (p< 0,03) en rifiones sometidos a 90

minutos de isquemia caliente y recirculacion.
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10-Determinar la concentracion tisular de glutation reductasa al finalizar el
periodo de isquemia caliente predice la viabilidad (p< 0.03) en el grupo de

rinones sometidos a 40 minutos de isquemia caliente sin recirculacion.

11- Determinar la concentracion tisular de glutation reductasa al finalizar el
periodo de reperfusion predice la viabilidad (p< 0.03) en el grupo de rifiones

sometidos a 90 minutos de isquemia caliente y recirculacién.

12-La carga energética, segun la formula de Atkinson, determinada tras una
hora de reperfusion predice la viabilidad (p< 0,03). No ha resultado util la
medicion de la concentracion de ATP, xantina e hipoxantina para predecir la

viabilidad.
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Por tanto respecto a los Antioxidantes como marcadores de

viabilidad podemos concluir:

I- Si no conocemos el tiempo de isquemia caliente no es util determinar
los niveles de antioxidantes, pero si lo es determinar la carga energética
tras una hora de haberse reperfundido el injerto renal.

lI- En rinones con 40 minutos de isquemia caliente si es de utilidad
determinar los cambios de glutation reductasa durante la fase de
isquemia caliente y la de isquemia fria.

lll- En rinones con 40 minutos de isquemia caliente la determinaciéon
puntual del nivel tisular de glutation reductasa al finalizar la isquemia
caliente predice la viabilidad del rifién.

IV- En rinones con 90 minutos de isquemia caliente la determinacion
puntual del nivel tisular de glutation reductasa al finalizar Iperiodo de
reperfusion predice la viabilidad del rinén

V- En rifiones con 90 minutos de isquemia caliente determinar los
cambios de glutation reductasa en la fase de isquemia fria y en la de
reperfusion, y determinar los cambios de glutation peroxidasa en la fase

de reperfusion renal es util para predecir la viabilidad.
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La capacidad de determinar el tiempo de isquemia caliente que ha

sufrido el rindn (conclusién 13),

13- La determinacién del incremento o decremento de la glutation reductasa
durante la fase de recirculacion permite conocer si el tiempo de isquemia

caliente fue de 40 6 de 90 minutos. (p< 0,05).

El efecto de la recirculacion extracorpérea durante 30 minutos

sobre el nivel de antioxidantes,

14- La recirculacion tiene un efecto beneficioso sobre la concentracion de SOD

al final del periodo de isquemia fria, donde el nivel de SOD es mas elevado en

el rindn con recirculacion (p< 0,05).
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