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RESUMEN

Titulo: POSIBLE EFECTOR PROTECTOR DEL ALFA-TOCOFEROL EN LA
INSUFICIENCIA RENAL AGUDA INDUCIDA EXPERIMENTALMENTE.

Objetivo:
Evaluar el posible papel protector de la vitamina E (alfa-tocoferol) en la
insuficiencia renal aguda inducida experimentalmente.

Material y Métodos: El estudio se realizo en el servicio de nefrologia del HE CMN “LA
RAZA” se utilizaron ratas adultas hembras Wistar, con peso de 200-250g, estudiadas
por un periodo total de 19 dias; induciéndose insuficiencia renal aguda (IRA) con
dicromato de potasio subcutdneo, en dosis unica y pretratadas por 5 dias con vitamina
E vs. vehiculo; formandose dos grupos experimentales: A) IRA + Vitamina E y B)
IRA + Vehiculo (aceite de cacahuate), con determinacidén serica y urinaria de
creatinina, Na+ y K+, depuracion de creatinina, FeK, FeNa, depuracion de agua libre
y depuracion osmolar en los dias 0, 1,3, 5,7, 10 y 14.

Resultados: La administracion de dicromate de potasio induce Insuficiencia renal
aguda en animales que recibieron este compuesto. Se observaron efectos benéficos
con la administracidén de vitamina E sobre la creatinina sérica, en la FeNa, sobre la
depuracién de sodio, potasio y depuracion osmolar. No hubo diferencias entre los dos
grupos en depuracion de creatinina y depuracion de aguda libre.

Conclusiones: El pretratamiento con vitamina E aminora las alteraciones funcionales
inducidas por la administracién de dicromato de potasio en ratas hembras Wistar.

PALABRAS CLAVE:
Insuficiencia renal aguda, vitamina E, alfa-tocoferol




ABSTRAC

Title: ON THE POSSIBLE PROTECTIVE ROLE OF VITAMIN E ON A MODEL
OF ACUTE RENAL FAILURE IN RATS.

Objective: The aim of this study was to evaluate to protective effect of administration
of vitamin E in an experimental model of acute renal failure induced by potassium
dichromate in Wistar female rats

Material and Methods: This study was performed in Wistar female adult rats, 200 to 250
g BW, in which acute renal failure (ARF) was induced by subcutaneous
administration of potassium dichromate (15mg/kg body weight, single dose). Animals
were allotted in two groups: A) ARF + vitamin E; B) ARF + vehicle (peanut oil).
Animals were treated for 19 days. After 5 days of pretreatment, either with vitamin E
or vehicle, potassium dichromate was administered. Creatinine, sodium, potassium
and free-water clearances were performed on days 0, 1,3, 7, 10y 14.

Results: Administration of potassium dichromate induced acute renal failure in the
animals that received this compound plus vehicle. Beneficial effects of the
simultaneous administration of vitamin E were observed on serum creatinine,
fractional sodium excretion, on sodium, potassium and osmolar clearances. There
were nol differences between these two groups in creatinine and free-walter
clearances.

Conclusions: Pretreatment with vitamin E ameliorated the renal functional alterations
induced by the administration of potassium dichromate in female Wistar rats.

Key word: Acute renal failure, vitamin E, nephrotoxicity, alphatocopherol.
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ANTECEDENTES CIENTIiFICOS:

La Insuficiencia Renal Aguda (IRA) es un sindrome caracterizado por una
disminucién en la velocidad de filtracion glomerular y por retencidén de los productos
nitrogenados de degradacion y de la creatinina ' y es resultado de diversos trastornos
(toxemia gravidica, choque posquirirgico, nefrotoxicidaa de xenobioticos, etc..).

La IRA tiene una presentacion comin en pacientes hospitalizados ocurriendo con
una frecuencia aproximada del 5% y en unidades de cuidades intensivos mas de 30% ,
aunque las causas pueden ser multiples y en muchos casos es multifactorial. Las causas
prerenales comprenden hasta un 60%, y en un 35-40% las causas soh intra renales y en
menor porcéntaje se presentan las postrenales. La tasa de mortalidad de pacientes
hospitalizados con IRA se establece en un rango del 40-50% siendo mas alta en aquellos
pacientes con presentacion oligurica (gasto urinario <400mlL/d) o que requieren terapia
sustitutiva de la funcidén renal con alguna forma de dialisis. La poblacion de sujetos con
esta patologia es muy heterogénea e incluye desde los que presentan predominantemente
IRA prerrenal, hasta los que presentan necrosis tubular aguda®. Las modalidades
terapéuticas disponibles para tratar la IRA comprenden dialisis peritoneal y hemodialisis
principalmente y presentan mortalidad alta a pesar de mejoria en el tratamiento, por lo que
se han intentado nuevas terapias en el manejo de I.RA.

La lesion oxidante se ha implicado como un efector importante de lesidén celular.
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) tienen multiples efectos deletéreos sobres las
células incluyendo la peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas celulares y dafio al
DNA, v esto pueden resultar en perdida de la integridad de la membrana plasmatica y

mitocondrial, alteracién en funcién proteica e inhibicion de la proliferacion y reparacion



celular', por lo que la actividad antioxidante de la vitamina E, ha persuadido a
investigadores para estudiar su capacidad para prevenir enfermedades renales agudas y
crénicas, sobre todo aquellas que tienen un estrés oxidative alto 3, s¢ ha documentado que
la deficiencia de vitaminas (Ej. Vitamina A) induce dafio renal en rifiones de ratas
intactas * y en el periodo embrionario dafio irreversible, con complicaciones como ia
disgenesia renal. Un factor importante en el dafio renal es la liberacion de radicales
libres como el ion stperoxido, por lo que se ha propuesto eliminar estos oxidantes
celulares mediante terapia con antioxidantes como es la vitamina E.

Estudios con suplementacién de vitamina E han demostrado. que este farmaco
reduce la lesion renal pero no la hipertension’, y se ha intentado probar su beneficio en
glomerulosclerosis focal © en uropatia obstructiva 7, en la nefrotoxicidad por adriamicina
¥, en lesion por reperfusion °, en nefropatia membranosa '° |, otros estudios han medido la
nefrotoxicidad inducida por metales, basados en la proteinuria y en la concentracién renal
del metal estudiado, en ratas pretratadas con LLU-alfa un metabolito de gamma tocoferol,
en comparacidén con alfa y gama tocoferol, en animales intoxicados con dicromaio de
sodio o sulfato de talio, observando que el pretratamiento con alfa-LLU protege en mayor
grado contra la nefrotoxicidad, pero no tiene influencia sobre la concentracién del metal
en tejido renal ''. Se ha utilizado también en la nefrotoxicidad inducida por gentamicina
manejadas con vitamina E y/o probucol, observandose un papel protector contra la
nefrotoxicidad por gentamicina 12, v so6lo existe un antecedente de manejo con vitamina E
en insuficiencia renal aguda para aminorar la lesion renal 3,

La enfermedad renal es frecuentemente citada como uno de los efectos adversos del
crtomo v todavia el dafio renal cronice debide a exposicidn ocupacional o del medio
ambiente no ha sido reportada'® . La exposicién aguda y masiva de cromo causa

insuficiencia renal aguda (IRA), clinicamente manifestada como una reduccion en el flujo
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urinario, si el paciente sobrevive algunas horas y posteriormente una fase poliurica ¥
subsecuentemente restablecimiento de la funcidn renal en 3 semanas aproximadamente, y
la administracién y/o exposicién cronica de cromo se manifiesta por proteinuria y
evoluciona a dafio renal irreversible. Dependiendo de la ruta de exposicion predominara la
sintomatologia (Ejem. pulmonar, gastrointestinai)”. El dicromato de potasio administrado
parenteralmente reproduce NTA en animales '® y este modelo experimental ha permitido
un analisis detallado de la patefisiologia de NTA nefrotéxica. EL dicromate de potaéio
produce necrosis sn la porcion contorneada del tubulo proximal, la necrosis celular es
precedida por alteracién de la actividad enzimdtica y enzimuria 17:13-1 3 restauracion de la

funcion renal puede ser incompleta, conduciendo a nefritis intersticial crénica en este

modelo experimental 7,



OBJETIVO:
Determinar el efecto de la vitamina E en la evolucidon de la Insuficiencia Renal

Aguda inducida experimentalmente con una dosis de dicromato de potasio.
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MATERIAL Y METODOS:

Es un estudio experimental, que se desarrollé en el Hospital de Especialidades del
Centro Medico Nacional “LA RAZA™,
Para el estudio se utilizaron ratas adultas, hembras, Wistar, con un rango de peso de 180
a220g.
Criterio de inclusion: ratas adultas, hembras Wistar con.un peso de 180-220gr.
Criterios de exclusion: Fallecimiento de ratas durante el periodo de estudio.
Dos series de ratas se estudiaron induciéndoles IRA mediante la administracidén de
dicromato de potasio, via subcutdnea en dosis unica, a ISmg/Kg de peso corporal '% !¢
considerandose éste como el dia cefo, v tratadas por 5 dias previos al dia cero con el
vehiculo o Vitamina E y un seguimiento posterior de 14 dias. Periodo total de estudio de
19 dias. Cada serie consta de 36 ratas.
En la serie 1: induccién de IRA més administracion de vehiculo (aceite de cacahuate )
La serie 2: IRA + vitamina E. S¢ administré la vitamina E (alfa-tocoferol) por via oral
durante cinco dias previos a la induccion de IRA v durante todo el tiempo de estudio
(dosis de 25mg/Kg.). En los dias: cero, uno, tres, siete, diez y catorce las ratas se
colocaron en cajas metabolicas por 24hr para recoleccidon de orina; con acceso libre al
agua y sin administracién de alimento, manteniendo la administracién de vitamina E. Se
sacrificaron en grupos de seis (en los dias establecidos ) mediante la administracion de
pentobarbital via intraperitoneal para posterior toma de muestras sericas.
Se medirdn creatinina (cr), Na*, K™ en suero y en orina
Determinacién de Fraccion excretada de sodio (FeNA): (Dep. _Na+/Dep. de cr x 100),
Fraccion excretada de K : (Dep. de k+/Dep. cr x 100),
Depuracidn . de creatinina: [UrinariaCrjx Vol. urinario/Cr plasmatica,

Dep. de Agua Libre: Volumen minuto — Dep. osmolar.
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RESULTADOS:
La vitamina E inhibié el aumento en la concentracion de creatinina sérica inducida
por diecromato de potasio.

La administracién de dicromato de potasio indujo un incremente maximo en el nivel
de creatinina (Cr) sérica en el dia 3 con disminucidén progresiva y alcanzo un valor similar
al basal en el dia 14. En el grupo manejado con vitamina-E también se elevo la Cra con un
pico maximo en el dia 3 en menor proporeion que el grupo control, y con una recuperacion
mds rdpida al dia 7 para posterior restablecimiento al valor inicial en el dia 14

sugiriendo el beneficio de fa vitamina E en este modelo experimental (Figura 1)

La vitamina E favorecié la recuperacién en la depuraciéon de creatinina (Cer)
seccundaria a dicromato de potasio.

L.a administracién de dicromato de potasio disminuyo la Cer aleanzando nivel
maximo en el dia 3 con recuperacion posterior hasta en el dia 14 y discretamente por
debajo del valor basal. La administracion de vitamina E no mejord significativamente, el
descenso preseniado en el dia 3, pero indujo una recuperacion total en la Cer en el dia 14
(Figura 2)

L.a vitamina E evita la alteracién en la depuracién de sodio, inducida por el
dicromato de potasio

La administracién de dicromato de potasio indujo un aumento en la depuracion de
sodio (CNa), como era de esperarse en este modelo de IRA y de manera similar a lo que

sucede en los humanos que presentan esta patologia. En los animales que recibieron
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pretratamiento con vitamina E no se observo el aumento en CNa, lo cual sugiere que este -
medicamento tiene un efecto protector contra la nefrotoxicidad inducida por el dicromato

{Figura 3).

La vitamina E disminuyo el incremento en la FeNa, secundaric a la administracion de
dicromato.

EL aumento en la FeNa, en ausencia de diuréticos, es un indicador de falla renal.
Como era de esperarse, la administracién de dicromato de potasio aumento la FeNa, con
efecto maximo en el dia 3, presentindose una disminucidén posterior, paulatina hasta un
valor similar en el dia 14. En el grupo que recibié la vitamina E el aumento en la FeNa fue
gradual con un pico méximo en el dia 7 con dismiﬁucién posterior alcanzando un valor

similar inicial al del dia 14 (Figura 4)

I.a vitamina E evito el incremente en la depuracién de potasio, secundarie 2 Ia
administracion de dicromato

La administracién de dicromato aumento Ia depuracidén de potiasio, con un efecto
maximo en el dia 3 A Vpartir de ese dia hubo disminucién paulatina en este pardametro y en
el dia 14 se enconiré en valores semejantes al dia cero (previos a la administracién del
dicromato). De manera semejante a lo observado en la depuracién de sodio, el
pretratamiento con vitamina E evito la alteracion en la excrecion de potasio, confirmande

el efecto benéfico de la vitamina E en las alteraciones del manejo tubular de este cation

(Fig. 5).
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La Vitamina E retarda y disminuyc la alteracién en la fraccién de excerecion de
potasio (FeK) inducida por el dicromato de potasio.

La administracion de dicromate de potasio aumenta la FeK alcanzando un pico
maximo en el dia 3 con restablecimiento gradual posterior, normalizdndose en el dia 14,
La vitamina E incrementa la FeK gradualmente, con un pico maximo menor al grupo

control, en el dia 7 y normalizandose en ¢l dia catorce (Figura 6).

La vitamina E no modifica las concentraciones séricas de sodio ni de potasio en la
IRA inducida por dicromate de potasio.

La administracion de dicromato de potasio manticne estable la concentracién sérica
de sedio (Figura 7) v potasio (Figura 8), durante tode el periodo de estudio. La vitamina E

no modifica por si misma las concentraciones de eslos iones en el suero.

La Vitamina E reduce el grado de poliuria inducida por dicromato de potasio.
La administraciéon de dicromate de petasio induce poliuria con un pico maximo en
el dia 3 con reduccidn posterior y restablecimiento el dia 14. la vitamina E reduce el grado

de poliuria manteniéndose estable durante el periodo de esiudio (Figura 9)

La vitamina E mejora Ia alteracién en la osmolaridad wurinaria inducida por
dicromato de potasio.

La administracién de dicromato de potasio induce un aumento en la esmolaridad
urinaria en el dia 3 manteniéndose elevada hasta el dia 7 y restablecimiento al valor basal

en el dia 14. La vitamina I evita el cambio en osmolaridad urinaria presente en el dia |
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con restablecimiento dec este parametro en el dia 3 por arriba del valor inicial

manteniéndose este cambio durante todo ¢l estudio (Figura 10).

La vitamina E no modificd significativamente la alteracién en la depuracién de agua
libre inducida por el dicromato de potasio.

En la IRA inducida por el dicromato de potasio, se observo tendencia a que la
depuracion de agua libre fuera menos negativa, sugiriendo alteracidén en la capacidad
renal para concentracidon. La vitamina no modifico significativamente esta tendencia

(Figura 11)



DISCUSION:

Se ha descrite el uso de vitamina E en diversas patologias renales, que incluyen
gloméruloesclerosis focal ® y en la nefropatia membranosa idiopatica ' Otros usos
terapéuticos son relacionados con su capacidad antioxidante.® Encontramos que el
pretratamiento con vitamina E disminuye la severidad del dafio renal inducido por el
dicromato de potasio por via subcutanea. El efecto protector fue evidente sobre todo en la
alteracién en creatinina sérica, en la depuracion de sodio, en la excrecion fraccional de”
sodio, en la depuracién de potasio y en la excrecidn fraccional de potasio. En el flujo
urinario el pretratamiento con vitamina E evitd la fase de poliuria, presente sobre todo en
el tercer dia. Este efecto protector de la vitamina E en un modelo de IRA inducido por
cromato no ha sido reportado

No se observaron diferencias atribuibles a la administracién de vitamina E en la
depuracion de creatinina, ni en la depuracion de agua libre, lo cual sugiere. Que el efecto
protector de esta vitamina tiene efecto selectivo sobre a_lgunas funciones renales y no en
otras.

No se estudié la capacidad antioxidante de esta vitamina en relacién al curso
temporal y & la severidad de las alteraciones funcionales, por lo que no puéde sugerirse
que ¢l efecto protector éste relacionado Gnicamente con sus propiedades antioxidantes.

Sera necesario ampliar la informacién obtenida en esta tesis, con el propésito de
conocer si el tratamiente con vitamina E disminuye el riesgo de nefrotoxicidad en
individuos ecxpuestos laboralmente a este metal. Sin embargo es posible que estc
tratamiento sea 1til en esos individuos.

Con refaci6én a la utilidad de la vitamina E en la insuficiencia renal humaﬁa, serdan

necesarios estudios dirigidos n ese sentido para sustentar esta proposicién

16




CONCLUSION:
El pretratamiento con vitamina E aminora las alteraciones funcionales inducidas por
la nefrotoxicidad del dicromato de potasio en este modelo experimental, pero se requieren

de estudios complementarios para determinar su uso en humanos,

it
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ANEXOS:

DEPURACION DE Na+

(mlfmin)

0.0054
0.004
0.003+
0.002-

0.001-

0.000J

TIEMPO ( DIAS )

——|RA + VEHICULQO
—=~IRA+ VIT E

e |

15

Figura 1. La vitamina E inhibid el aumento en la concentracion de ereatinina sérica

inducida por dicromato de potasie. La administracion de dicromato de peotasio indujo un

incremento maximo en el nivel de creatinina sérica en el dia 3 con disminucién progresiva

y alcanzo un valor similar al basal en el dia 14 (Triangulo obscuros). En el grupo

manejado con vitamina E también se levo la Cr con un pico maximo en el dia

proporcidn que el grupo control (circulos vacios) (* p < 0.0001 dia 3 y 7 vs. control)
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Figura 2. La vitamina E favorecié la recuperacién en la depuracion de creatinina
{Ccr) secundaria a dicromato de potasio. La administracion de dicromato de polasio
disminuyd la Cer alcanzando un efecto méaximo al dia 3 con recuperacién posterior
(triangulo ohscures). La vitamina E no mejord significativamente este descenso (circulos

vacios), pero indujo una recuperacidn total al dia 14 (* p < 0.05 vs. control)
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Figura 3. La vitamina E evita la alteracion en la depuaracién de sodio, inducida por el
dieromate de potasio. La adminisiracion de dicromaio de potasio induce un aumento en
la depuracion de sodio (Triangulo obscuros). En el grupo que recibié vitamina E no se

observa este efecto {circulos vacios) (* Dia 3 y 7 con una p < (.05 vs. control)
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Figura 4. La vitamina E disminuyo el incremento en la FelNa, secundario a la
administracion de dicromato. La administracidén de dicromato de potasio aumento la
FeNa, con efecto méaximo en el dia 3, presentandose una disminucidn posterior, paulatina
hasta un valor similar en el dia 14 (tridngulos obscuros). En el grupo que recibié la
vitamina E el aumento en la FeNa fue gradual con un pico maximo en el dia 7 con

disminucién posterior {circulos vacios}( * p < 0.05 en el dia vs. control)
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Figura 5. la vitamina E evito el incremento en la depuracion de potasio, secundario a
la administraciéon de dicremato. El dicromato de potasio aumento la depuracién de K
con un efecto maximo en el dia 3 con disminucidn paulatiné {triangulos obscuros). La
vitamina E evité la alteracion en la excrecion de potasio (circulos vacios) (**# p < 0.001

en el dia 3 vs. valor control)
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Figura 6. La Vitamina E retarda y disminuye la alteracion en la fraccion de excrecién
de potasio (FeK) inducida por el dicromato de potasio. La administracién de dicromato
de potasio aumenta la FeK alcanzando un pico maximo en el dia 3 con restablecimiento
gradual posterior, normalizandose en el dia 14 (tridngulos obscuros ). La vitamina E
incrementa la FeK gradualmente, con un pico maximo menor al grupo control, en el dia 7

v normalizandose en el dia catorce (circulos vacios) (¥*p < 0.005 en el dia 3 vs. control)
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Figura 7. La vitamina E ne modifica las concentraciones séricas de sodio en la IRA
inducida por dicromato de potasio. La administracion de dicromato de potasio manticne
estable la concentracion sérica de sodio. durante todo el periodo de estudio (tridngulos

obscures). La vitamina E no modifica por st misma las concentraciones de estos iones en

el suero (circulos vacios).

26



—&-[RA + VEHICULO

10—! IRA + VITAMINA E
o
Q -~
e
w=
QO 5.
0 E
=
o
o

0,

‘ 5 10 15
TIEMPO(DIAS)

Figura 8. La vitamina E no modifica las concentraciones séricas de potasio en la IRA
inducida por dicromato de potasio. La adminisiracion de dicromato de potasio mantiene
cstable la concentracién sérica de potasio durante todo el periode de estudio. La vitamina

E no modifica por si misma las concentraciones de este ion en el suero.
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Figura 9, La Vitamina K reduce el grado de poliuria inducida por dicromato de
potasio. La adminisiracién de dicromato de potasio induce poliuria con un pico maximo
en el dia 3 con reduccidn posterior y restablecimiento el dia 14.(tridngulos obscuros). La
vitamina E reduce el grado de poliuria manteniéndose estable durante el periodo de

estudio {Circulos vacios) (p < 0.001 en el dia 3 vs. control)

28



——IRA + VEHICULO

3000
. ] —6—IRA + VITAMINA E
<L —
Adx
T @ 3 2000
< <L £
dZ 5
g r o
= = E 1000
o)
OJ
] T 4 I—— |
0 5 10 15

TIEMPO(DIAS)

" Figura 10. La vitamina E mejora la alteracion en la osmolaridad arinariaz inducida
por dicromato de potasio. La administracién de dicromato de potasio induce un aumento
en la osmolaridad urinaria en el dia 3 manteniéndose elevada hasta el dia 7 ¥y
restablecimiento al valor basal en el dia 14 (Triangulos obscuros) .La vitamina E evita el
cambio en osmolaridad urinaria presente en el dia 1 con restablecimiente de este
pardmetro en el dia 3 por arriba del valor inicial manteniendo este cambio durante todo el

estudio{circulos vacios)..
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Figura 11. La vitamina E no modifico significativamente la alteracién en la
depuracién de agua libre inducida por ¢l dicromato de potasio. En la IRA inducida por
el dicromato de potasio, se observo tendencia a que la depuracién de agua libre fuera
menos negativa, (Tridngulos obscuros). La Vitamina no modifico significativamente esta

tendencia (Circulos vacios)




