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RESUMEN

Marco tedrico. La insuficiencia renal aguda isquémica es una causa de alta morbi-
mortalidad intrahospitalaria, y para la cual existen limitadas estrategias de prevencion
y tratamiento de impacto clinico. La remocion de radicales libres ha sido estudiada en
diversos érganos con potenciales beneficios. En este sentido, el edaravone ha sido
probado en modelos animales en corazén, higado e intestino con resultados
favorables limitando el dafio por isquemia-reperfusion. Su uso en pacientes esta
aprobado en Japodn para pacientes con eventos isquémicos cerebrales. A nivel renal,
existen pocos estudios que evalien su beneficio. Estos incluyen estudios de nefrosis
inducida por puromicina, nefrotoxicidad inducida por cisplatino, y preservacion de
injerto renal. En el modelo de isquemia-reperfusion en ratas, Matsuyama y cols
emplearon edaravone antes de la isquemia y nuevamente después de la reperfusion,
evaluando Unicamente la supervivencia, y finalmente Doi y cols probaron su uso justo
al final de la isquemia y 30 minutos después de la reperfusion. Todos ellos han
probado efecto benéfico con su uso. Estos resultados en el modelo renal aun no han
sido sometidos a prueba en pacientes. Mas aun, existen reportes de casos de
insuficiencia renal aguda con empleo de edaravone, sin que por el momento se
establezca una asociacion causal clara. S por esto que consideramos relevante el
establecer el papel de edaravone aplicado en dosis Unica previo al insulto renal

generado por isquemia-reperfusion.



Material y Métodos. Se realizé un estudio experimental con ratas Wistar macho
(300-350 gr de peso), las cuales fueron sometidas a nefrectomia derecha y clipaje de
arteria renal izquierda durante 60 minutos para posteriormente permitir la reperfusion
espontdnea. Se formaron 3 grupos de 12 ratas cada uno: Grupo A para
administracion de solucion salina, Grupo B para edaravone 3 mg/kg, y Grupo C para
edaravone 9 mg/kg, todas por via intravenosa una hora antes de inducir isquemia. Se
tomaron muestras de sangre al tiempo cero, 2 horas después de reperfusion, y a las
24 horas para determinacion de creatinina, nitrégeno de urea y lipocalina asociada a
gelatinasa de neutrofilo (NGAL). El andlisis estadistico se llevo a cabo con analisis de
varianzas de mediciones repetidas para comparacion de medias entre los tres

grupos.

Resultados. Los valores obtenidos para creatinina, nitrogeno de urea y NGAL no
mostraron diferencia al tiempo 0. A las 2 hrs post-reperfusion los 3 marcadores
mostraron elevacién significativa con respectos al basal. No se pudo establecer una
diferencia entre la elevacion de creatinina y NGAL a las 2 hrs post-reperfusion. A las
24 hrs la creatinina y nitrégeno de urea continud su elevacion, mientras que NGAL
descendi6, aunque aun con niveles significativamente mayores que al tiempo O.
Cuando se compararon los valores entre cada grupo (control, edaravone 3 y

edaravone 9), no se encontré diferencia estadistica en ningin momento.

Conclusion. La administracion intravenosa de edaravone no parece ser efectiva en
limitar el dafio inducido por isquemia-reperfusion al emplearlo en dosis Unica previo

al evento de isquemia-reperfusion.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Tiene el removedor de radicales libres edaravone efecto protector a nivel renal
en el modelo de dafio por isquemia-reperfusion aplicado en dosis Unica previo al

evento de isquemia?



MARCO TEORICO

IMPACTO DE LA INSUFICIENCIA RENAL AGUDA ISQUEMICA EN HUMANOS

La frecuencia de insuficiencia renal aguda (IRA) isquémica se ha reportado entre un 5 -
10% de los pacientes hospitalizados, y entre un 30-40% de los pacientes en unidad de
terapia intensiva. Dicha incidencia puede elevarse con el advenimiento de nuevos
nefrotéxicos empleados en la practica médica. Ademas, la IRA isquémica tiene una alta
mortalidad cuando ésta requiere terapia dialitica, cifras que alcanzan el 40-50%, e
inclusive los pacientes en unidades de terapia intensiva con IRA isquémica pueden
tener una mortalidad hasta del 80%, sobre todo si tienen falla multiorganica . Si bien
las definiciones varian en los estudios publicados, segun la clasificacion de RIFLE se
considera “riesgo” como 1.5 veces la creatinina basal u oliguria (0.5 ml/kg/hr) durante 6
horas, “dafio” como 2 veces la creatinina basal u oliguria por 12 horas, y “falla” como 3
veces la creatinina basal u oliguria por 24 horas. No obstante, se ha observado que
inclusive incrementos menores en el valor de creatinina sérica tienen un impacto
significativo en la mortalidad, la cual se eleva hasta 1.9 veces si se presenta un

incremento de creatinina menor de 0.5 mg/dl .

Por otra parte, es importante mencionar que a pesar de los avances de la medicina

actual, la mortalidad ha mejorado pobremente en los tltimos 40 afios .

Existen multiples evidencias de la importancia fundamental del componente funcional,
ya que en los estudios histopatolégicos de pacientes con IRA se observan glomérulos

normales, ocasionalmente necrosis tubular, y algunos cilindros intraluminales, asi como



edema intersticial moderado, pero realmente no existe la demostracion de un dafio
irreversible, y los cambios observados son insuficientes para explicar una filtracion
glomerular menor de 10 ml/min ©®. Ademas, la mayoria de los pacientes que se
recuperan de IRA recobran la funcién renal hasta la normalidad, no observandose en la
mayoria de los casos lesion residual, en contraste con lo que ocurre en otras

alteraciones isquémicas como el infarto al miocardio ©.

FISIOPATOLOGIA DE LA INSUFICIENCIA RENAL AGUDA ISQUEMICA

En la mayoria de los factores que inducen IRA, la isquemia es un fendmeno
frecuentemente observado, y un modelo experimental en el que se puede estudiar
ampliamente es en isquemia-reperfusion inducida en animales. Este modelo consiste
en inducir una reduccion del flujo sanguineo renal, que in vivo implica la coexistencia de
hipoxia, acidosis e hipercapnia tisular, reduccién de nutrientes, y acumulo de sustancias
toxicas derivadas del metabolismo celular. EI segundo componente consiste en la
reperfusion del tejido, que incrementa la generaciéon de productos derivados del estrés

oxidativo e induce la respuesta inflamatoria ©.

La evolucién del dafio por IRA isquémica abarca en forma tedrica 5 fases, que
dificilmente se distinguen en la clinica: a) Fase Prerrenal, en donde se presenta una
respuesta vasomotora con reduccion de flujo sanguineo renal, reversible, y que no
genera dafio celular; b) Fase Inicial, que implica dafio celular con deplecién de ATP y
por consiguiente lesién tanto epitelial tubular como endotelial, asociado a una caida
mas pronunciada en la filtracion glomerular; c) Fase de Extensién, que se caracteriza

por quimiotaxis de células inflamatorias y formacién de cilindros que obstruyen la luz



tubular; d) Fase de Mantenimiento, caracterizada por la desdiferenciacion y proliferacion
celular que depende de factores apoptoticos, factores de crecimiento y angiogénesis; y
finalmente e) Fase de Reparacion, cuando éstos Ultimos mecanismos logran la
rediferenciacion celular con la regeneracion de epitelio normal, que se distingue por la

repolarizacion celular ©.

En cuanto al componente prerrenal, cualquier evento que produzca disminuciéon de la
presion de perfusion renal, aumento de la resistencia vascular renal, o ambos, produce
disminucién de la filtracidon glomerular en un grado que impide la excrecion de
productos nitrogenados, por ejemplo la deplecion de volumen, hipotension arterial,
choque, insuficiencia cardiaca, vasoconstriccion renal, o la oclusién de la arteria renal.
La elevacion de azoados puede corregirse si la causa de hipoperfusion se revierte; asi,
la funcion renal mejora con el aumento del volumen extracelular, aumento del gasto
cardiaco, o bien al corregir otras causas de vasodilatacion sistémica como las inducidas
por bacteremia, sobredosis de antihipertensivos, etc., asi como tratar evitar la utilizacién

de compuestos potencialmente nefrotdxicos.

Habitualmente las zonas con mayor demanda metabdlica son las que sufren mayor
hipoxia, como el segmento S3 del tubulo proximal, que desarrolla necrosis celular ante
la isquemia persistente. Si los eventos contindan, se activaran las vias de apoptosis,
que por si solas pueden ocasionar dafio a otros territorios vulnerables, como la porciéon

gruesa ascendente del asa de Henle .

Una vez desencadenada la lesiéon celular, se observan alteraciones en la homeostasis

que resultan de deprivacion de adenosin trifosfato (ATP). La falta de oxigeno (Oy)



produce lesidon mitocondrial, y esto inicia una cascada de cambios bioquimicos que
llevan a disfuncion celular 9. Se modifica el metabolismo de las purinas, lo que

produce una elevacién de adenosina, inosina e hipoxantina %

, por lo que se ha
intentado la administracion de adenina, glutamina y tiroxina para la replecion celular de
ATP con fines terapéuticos sin haberse obtenido beneficio en la limitacién del dafio

hasta el momento .

Por otra parte, la adenosina acumulada en el rifion produce vasoconstriccion y
disminuye la filtracion glomerular, por lo que la administracion de bloqueadores del
receptor A1 de adenosina resulta prometedora para fomentar vasodilatacion y por ende

restablecer flujo medular Y.

En el metabolismo de la adenosina, la xantina deshidrogenasa en presencia de hipoxia
se transforma en xantina oxidasa, catalizando el paso de hipoxantina a xantina y
generando radicales libres de O, asi como peroxidacion lipidica (). A pesar de esto, el
empleo del inhibidor de xantina oxidasa, alopurinol, no ha demostrado prevenir la lesion
isquémica. Tanto la xantina oxidasa como la lipooxigenasa, involucrada esta ultima en
el metabolismo del &cido araquidonico para la formacion de mediadores pro-
inflamatorios, ambas contribuyen a la produccion de radicales superoxido (Oy), los
cuales a su vez bajo el efecto de la superéxido dismutasa (SOD) forma peréxido de
hidrégeno (H202), y en presencia de hierro genera radicales hidroxilo (OH"). Por otra
via, el incremento en las concentraciones titulares de 6xido nitrico (ON) producido por la
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) fomenta la produccion de peroxinitrito (NOO).

Cada uno de éstos ha demostrado toxicidad intracelular e induccion de respuesta



inflamatoria, por lo que son parte fundamental en el desarrollo del dafio agudo por

isquemia-reperfusion.

Otra de las consecuencias de la deplecion de ATP es la incapacidad para mantener la
homeostasis del calcio (Ca?*). EI Ca?* intracelular se acumula, lo que a su vez ocasiona

(12 Ademas las concentraciones elevadas de Ca®" activan a

lesion mitocondrial
fosfolipasas y proteasas que contribuyen a la lesion celular . La activaciéon de
fosfolipasas altera la composicion de los lipidos de la membrana celular, lo que
aumenta la permeabilidad y con ello mayor entrada de Ca?* y otros iones a la célula.

Bajo éstas condiciones, los bloqueadores de canales de Ca®** no han demostrado la

proteccion esperada en el dafio por isquemia ©.

Una consecuencia de la lesion celular es la desorganizacion de la arquitectura celular.
Asi, se ha reconocido la importancia de las alteraciones del citoesqueleto en la IRA 9,
La polarizacion de la célula es mantenida por las uniones intercelulares y uniones
firmes; ademas, las integrinas, ponen en contacto a la célula con el medio intersticial,
por lo que la alteracién del citoesqueleto modifica la polaridad de la células *°. La
importancia de mantener la polaridad en la célula la podemos ejemplificar con la bomba
de sodio-potasio dependiente de ATP (Na'/K" ATPasa). Esta bomba normalmente se
encuentra en la membrana basolateral, sin embargo en condiciones de isquemia se
distribuye también en la superficie apical *®, ocasionando reabsorcién de sodio
deficiente y modificando la composicion electrolitica de la célula. EI Na* aumenta y el K*

disminuye en forma importante; el cloro y el fosforo se elevan discretamente y el

contenido de Ca®* aumenta, después de varios minutos de isquemia ©”.



La disminucion en la reabsorcion de Na*, junto con el acumulo de células epiteliales
descamadas y la proteina de Tamm-Horsfall, produce la formacion de cilindros
intratubulares, con el riesgo de obstruccion y flujo retrogrado de liquido hacia intersticio
ocasionando edema y compresion extrinseca de capilares peritubulares, lo que provoca
aun menor perfusion ). Cabe mencionar que las estrategias farmacoldgicas para
incrementar el flujo tubular basadas en diuréticos han resultado incluso deletéreas para

la funcion renal.

Tanto las modificaciones en la concentracion tubular de Na®, como la adenosina
producida por la isquemia, contribuyen a la sobre regulacion del sistema de
retroalimentacion tubulo-glomerular, lo que implica un aumento en la actividad
vasoconstrictora y profibrética del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). No
obstante, el bloqueo del SRAA en las etapas iniciales de isquemia se ha asociado a una

mayor caida en la filtracién glomerular 9,

Tal y como se mencioné para el caso de las células epiteliales tubulares, las células
endoteliales presentan alteraciones estructurales y desprendimiento. Este dafio
endotelial se asocia con una disminucion en la produccién y liberacibn de agentes
vasodilatadores como ON e incremento en factores vasoconstrictores como endotelina-

1, lo cual contribuye a producir mayor hipoperfusion renal .

Tras el desprendimiento de células epiteliales y endoteliales, se promueve la
quimiotaxis de células inflamatorias ya sea a través de integrinas en el tubulo, o por
otras moléculas de adhesion en el vaso anguineo. Se ha propuesto que uno de las vias

iniciales de la quimiotaxis podria ser a través de la activacion de receptores Toll-like en



el tejido renal ®?. Cada uno de los componentes juega un papel relevante en el dafio
tisular, entre ellos la activacion de complemento por la via alterna, la infiltracion de
neutréfilos y macréfagos. la diferenciacion de monocitos a células dendriticas
productoras de factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la presencia de células asesinas
naturales (NK), la estimulacion de linfocitos B, la liberacibn de citocinas pro-
inflamatorias como interleucina 6 (IL-6), asi como la activacion de linfocitos Thl. Cada
una de estos componentes ha sido susceptible de bloqueo farmacoldgico con

resultados parciales en modelos animales .

LIPOCALINA ASOCIADA A GELATINASA DE NEUTROFILO

Dentro de la investigacion sobre la IRA isquémica, se han implementado métodos de
deteccidon temprana de lesion tubular, en donde a lo largo del tiempo sustancias como
creatinina, nitrégeno de urea, molécula de dafo renal 1 (KIM-1), beta-2-microglobulina,
cistatina C, etc, han sido evaluadas en su papel. Recientemente se ha aceptado a la
lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilo (NGAL) como un marcador temprano de
mayor beneficio. La NGAL es una proteina de 21 kDa que forma parte de la
superfamilia de lipocalinas. Su accién primaria fue descrita como prevencion del
crecimiento bacteriano a través de fijar el hierro requerido por éstas. Ademas, NGAL
fomenta la expresion de factores de crecimiento, contribuyendo a la proliferacion y
rediferenciacion del epitelio tubular dafiado, inclusive con potenciales aplicaciones
terapéuticas. La aplicacion de NGAL en modelos animales antes de inducir isquemia
renal ha mostrado prevenir considerablemente el dafo, posiblemente a través de

inducir la expresién de factores de crecimiento o de hemo-oxigenasa 1 2.



Tras un insulto renal, los niveles séricos en humanos incrementan entre 7 y 16 veces, y
los urinarios entre 25 y 100 veces, mientras que la expresion del RNAm alcanza 1000
veces el valor basal ®?. El estudio en pacientes sometidos a coronariografia percutanea
demostré que los niveles séricos de NGAL incrementaban entre las 2 y las 4 hrs, y los
urinarios entre las 4 y las 8 hrs, en comparaciéon con cistatina C que incrementd hasta
las 24 hrs o creatinina que no incrementd en ningdn momento dentro de las 48 hrs del
estudio ®?. Dent y cols estimaron una sensibilidad de 84% y especificidad de 94% para
NGAL medido a las 2 hrs en el estudio de insuficiencia renal aguda posterior a cirugia
cardiaca en nifios, tomando como referencia el valor de creatinina a las 72hrs para
definir el evento. También encontraron correlacién significativa con la duracion de la
insuficiencia renal aguda, tiempo de estancia hospitalaria y mortalidad . Inclusive la
medicion Unica a la llegada al servicio de urgencias logré distinguir en mas del 90% a
aguellos pacientes entre insuficiencia renal cronica, estado prerrenal e insuficiencia

renal aguda por necrosis tubular .

La utilidad de NGAL ha sido probada no solo en isquemia, también en nefrotoxicidad
por farmacos, sepsis, nefropatia diabética, algunas glomerulopatias primarias,
nefropatia lUpica, y rechazos de injertos renales. Las comparaciones han incluido otros
marcadores como beta-2-microglobulina y N-acetil-glucosaminidasa en orina,

mostrando un menor tiempo de elevacién para NGAL 9,



EDARAVONE

El reconocimiento de la fisiopatologia ha llevado a enfocar estudios experimentales
sobre vias particulares de dafio renal. En los ultimos afios ha habido una gran cantidad
de publicaciones a cerca de potenciales agentes que incidan sobre estrés oxidativo. La
investigacion sobre remocién de radicales libres ha ido desde la identificacion de
sustancias endoégenas, el empleo de suplementos vitaminicos y extractos naturales,
hasta el desarrollo de sustancias en la industria farmacéutica cada vez de mayor

potencia.

En particular el edaravone (3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona) es un compuesto fendlico
con un peso molecular de 174.2 kDa, capaz de remover radicales libres solubles ya sea
en medio acuoso o lipidico, por lo que agrupa las ventajas de las vitaminas C y E.
Alcanza concentraciones estables tras 30 minutos de su aplicacion intravenosa “”, y
gracias a ser lipofilico logra niveles tisulares e intracelulares adecuados. Bajo
condiciones fisiolégicas el 50% esta presente en forma anibnica, lo que genera la
donacién de electrones para remocién de radicales libres, quedando en el proceso la
forma radical de edaravone, la cual se une a O, generando radicales peroxilo de

edaravone, y finalmente 4cido butanoico 2-oxo-3-fenilhidrazona ©®.

Aunque tiene diversas propiedades, se le ha atribuido una mayor potencia para remover
radicales OH’, no asi para radicales O,". Cuando los radicales OH" actian sobre lipidos
de membrana generan radicales lipidicos, y posteriormente radicales peroxilipidicos
(LOO) ante la exposicion a O,, siendo éste proceso de peroxidacion lipidica bloqueado

por edaravone ©®.
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Estructura de edaravone

Dentro de los mecanismos de accién de edaravone encontrados en modelos animales
experimentales se incluyen: estimula la actividad de la catalasa y la SOD
fomentando asi la eliminacion de radicales libres; estimula glutation peroxidasa e inhibe
a la protein cinasa mitégeno-activada (MAPK) p38 desde dosis de 1.5 mg/kg ©%; en
trauma craneo-encefalico la inhibicion de la peroxidacion lipidica y de la via de cinasa
de c-Jun NH2-terminal (JNK) con dosis de 3 mg/kg IV reduce la formacién de edema
cerebral Y, ademés de inhibir a fosfolipasa A2 contribuyendo de igual manera a menor
edema y menor extravasacion de neutréfilos ©?; atenta la respuesta contractil a la
angiotensina Il en el modelo de diabetes inducida por estreptozotocina con dosis de 3
mg/kg dos veces al dia por 2 semanas “?; en cultivos celulares de hipocampo de rata
reduce las concentraciones intracelulares de Ca?*, incrementa el potencial de
membrana mitocondrial; y disminuye apoptosis como parte de los mecanismos de
proteccién de dafio por hipoxia e hipoglicemia ©¥; administrado a ratas a dosis de 1y 6
mg/kg 5 minutos antes y 60 minutos después de la induccién de hepatotoxicidad por D-
galactosamina y liposacéridos redujo el dafio histopatolégico y disminuyé los niveles de

RNAm para TNF-o e IL-6, ademas de reducir la actividad de mieloperoxidasa ©¥; en



cultivos de células tumorales de colon, su adicion inhibié al factor nuclear kappa-B y
estimulé a caspasa 3, fomentando apoptosis y reduciendo proliferacion tumoral ©; en
cultivos de células T asociadas a leucemia, el edaravone disminuyé citotoxicidad
inducida por radiacién al inhibir p53 ©®; aplicado a dosis de 3 mg/kg 3 veces por
semana por 2 semanas redujo la miocardiotoxicidad de la daunorrubicina sin bloquear

| G7: igualmente en corazén la administracién de 10 mg/kg

su efecto anti-tumora
demostré reducir la permeabilidad del poro de transicibn mitocondrial evitando la
liberacién de citocromo c, y por consiguiente la apoptosis, ademas de elevar Bcl-2 ©9;
suprime la progresion de ateroesclerosis a dosis de 10 mg/kg cada 48 hrs por 4
semanas en ratones deficientes de apolipoproteina E ©9; cuando se indujo dafio
endotelial por laser, la infusion de 10.5 mg/kg/hr estimulé la produccion de 6xido nitrico
endotelial y redujo en un 56% el volumen del trombo generado, todo esto dentro de los

primeros 30 minutos “?; y reduce factor de crecimiento de fibroblastos y la actividad de

las sintasas de 6xido nitrico inducible y neural “%.

Con respecto a isquemia-reperfusion, los estudios mas avanzados se encuentran en el
ambito neuroldgico, en donde ya esta aprobado su uso clinico en Japdn para pacientes
con eventos cerebrales isquémicos a dosis de 30 mg cada 12 hrs durante 14 dias. La
dosis propuesta se sustenta bajo el hallazgo de que en humanos el tratamiento con
edaravone por mas de 13 dias produjo una mejoria del 69% contra solo el 24% con
tratamiento menor a 13 dias “?, aunque por otro lado Inatomi y cols clasificaron a los
pacientes con embolismo cerebral por escala de severidad encontrando que solo
aguellos categorizados como evento leve fueron los beneficiados con el tratamiento de

edaravone. En médula espinal, la infusién de edaravone 3 mg/kg iniciando 30 minutos



antes y concluyendo 180 min después del evento de isquemia aumento la cantidad de

neuronas viables en conejo “%.

Existen diversos estudios animales en corazén que apuntan hacia un futuro prometedor
del edaravone, inclusive en trasplante, en donde la administracion 3 mg/kg en cerdos
sacrificados por asfixia y tomando en paro dicho 6rgano para trasplante, mejoro sus
parametros funcionales miocardicos una vez injertado en comparacion de aquellos que

recibieron placebo “¥.

Inclusive ya estudios en humanos muestran beneficios. La
aplicacion de 30 mg intravenosos de edaravone en pacientes con evento coronario
agudo dentro de las primeras 6 horas y justo antes de someterse a reperfusion mostro
valores superiores de fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, una menor
elevacion de enzimas cardiacas y una tasa de arritmias menor que el grupo control “®.
Cuando los mismos autores reportaron el seguimiento a 415 dias en promedio,

encontraron que el grupo que recibié edaravone tuvo un tiempo libre de eventos

cardiovasculares significativamente mayor “®).

En otros territorios, los estudios aln se limitan a modelos animales, aunque casi todos
con resultados favorables. En isquemia-reperfusion pulmonar, edaravone 3 mg/kg en un
lapso de 1 hora (desde 30 minutos antes de reperfusién hasta 30 minutos después de
reperfusion) redujo significativamente el dafio histologico y mejord los parametros de
intercambio gaseoso en perros “”. En isquemia hepética, edaravone 3 mg/kg inmediato
post-reperfusion y una hora después redujo marcadores inflamatorios, limitd la

elevacion de enzimas hepaticas, y disminuy6 el infiltrado de polimorfonucleares “®.



En general en rifion existen menos estudios que evalluen el desempeiio del edaravone.
En toxicidad renal por cisplatino, la aplicacion en dosis unica de 1 o 5 mg/kg redujo el

@9 En nefrosis

dafio histolégico y los marcadores seéricos de dafio renal en ratas
inducida por puromicina, Someya y cols, y Matsumura y cols, ambos mostraron
reduccion de la proteinuria administrando edaravone inclusive tardiamente con respecto

a la aplicacion del aminoglucésido %59,

Especificamente en isquemia-reperfusion renal, Matsuyama y cols probaron en ratas
una dosis de 10 mg/kg antes de la isquemia y nuevamente la misma dosis después de
la reperfusion, sin embargo los resultados son reportados con respecto a mortalidad,
obteniendo sobrevida de 5/5 vs 3/5 a los 2 dias, y 1/5 vs 0/5 a los 4 dias con edaravone
y placebo respectivamente ©?. En el estudio de Tahara y cols sobre autotrasplante
renal en perros se administraron 3 mg/kg de edaravone tanto durante la extraccion del
injerto y su procuracion, como durante la reimplantacion al inicio de la reperfusion
sanguinea, lo que llevo a diferencias significativas con respecto a filtracién glomerular,
funcién tubular y volumen urinario ®. Doi y cols mostraron que la administracion de 5 y
10 mg/kg al final de la isquemia y nuevamente 30 minutos después de la reperfusion

limitaba el dafio renal, no asf para la dosis de 1 mg/kg ©¥.

Es importante hacer notar que si bien durante los ensayos clinicos controlados de
pacientes con eventos cerebrales isquémicos solo parecié haber efectos secundarios
ocasionales consistentes en erupcion cutanea y alteracion de pruebas hepaticas, pero
sin diferencia significativa con respecto a placebo ®®, a partir de su salida al mercado
en los paises orientales se han reportado multiples casos de insuficiencia renal aguda.

Dichos eventos generalmente desarrollados en el transcurso de las 2 semanas de



tratamiento segun el esquema aprobado que ya se comentd, e inclusive con
requerimientos de terapia de sustitucion renal en forma transitoria ©®. Hishida publicé
en diciembre del 2007 un revision de 207 casos de insuficiencia renal aguda durante el
uso de edaravone, concluyendo que en el 91.8% de los casos otro factor, y no éste
farmaco, parecia ser la causa mas probable del desarrollo de trastorno renal. De lo mas
frecuente fue la presencia de infeccidon severa o hipotension, que correspondian al 65%
de los pacientes. Solo en el 8.2% no se encontrd otro factor predisponerte adicional al
empleo de edaravone ®”. Si bien no existe hasta el momento evidencia de causalidad,
ni estudios que ayuden a dilucidar posibles mecanismos de nefrotoxicidad, se han
hecho recomendaciones precautorias para pacientes con relacion BUN/Cr >15 o BUN
>25 mg/dl previo al inicio del tratamiento. Inclusive cabe mencionar que en el estudio
previamente mencionado de pacientes con evento coronario agudo, se excluyeron

aquellos con creatinina sérica mayor de 1.2 mg/dl “®.



JUSTIFICACION

Debido a los limitados avances en la prevencion y tratamiento de la IRA
isquémica en pacientes, es necesario explorar nuevas estrategias para intervenir
sobre mecanismos fisiopatoldgicos reconocidos. Si bien el edaravone ha
probado su beneficio ante isquemia en otros territorios, y en la actualidad se
emplea en humanos, consideramos indispensable probar su potencial efecto
protector en el modelo de isquemia renal in vivo al emplearse en dosis Unica
antes del evento de isquemia renal, tratando de limitar su exposicion una vez

desarrollada la falla renal.

HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA: El edaravone no disminuye el dafio renal provocado por
isquemia y reperfusion al aplicarse en dosis Unica previo al evento de isquemia
HIPOTESIS ALTERNA: El edaravone disminuye el dafio renal provocado por

isquemia y reperfusion al aplicarse en dosis Unica previo al evento de isquemia

OBJETIVOS

PRIMARIO: Evaluar la contribucién de edaravone profilactico en la disminucién
de la severidad de la IRA isquémica.
SECUNDARIO: Evaluar la contribucion de NGAL como marcador temprano en

insuficiencia renal aguda isquémica



MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio Experimental, Prospectivo, Longitudinal, abierto.

Se estudiaran tres grupos, cada uno con 12 ratas.
Grupo 1: Ratas con IRA isquemica + Vehiculo
Grupo 2: Ratas con IRA isquemica + edaravone 3 mg/kg

Grupo 3: Ratas con IRA isquemica + edaravone 9 mg/kg

MODELO DE ISQUEMIA Y REPERFUSION:

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 250-300 gr. Bajo anestesia general
con pentobarbital intraperitoneal, Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de
250-300 gr. Bajo anestesia general con pentobarbital intraperitoneal, se administré
una dosis intravenosa de de 10 U de heparina sddica intravenosa para mejorar la
reperfusion renal. A continuacion se efectué una incision en la linea media
abdominal, se expuso el rinidn derecho y el pediculo renal, se separd de la grasa
perirrenal, incluyendo la glandula suprarrenal, se ligé el pediculo renal y se efectud
nefrectomia. En seguida, se expuso el rifion izquierdo y el pediculo renal, se diseco
la arteria renal izquierda y con instrumentos romos para evitar la lesién se colocé un
clamp vascular no traumatico y se cerro la cavidad peritoneal con puntos temporales.

Después de 60 minutos (fase isquémica) se expuso nuevamente el rifidn izquierdo,



liberando el clamp vascular y permitiendo el restablecimiento del flujo renal (fase de
reperfusion). Solamente los rifilones que se reperfundieron totalmente en un periodo

de 15 minutos fueron incluidos.

El edaravone se administré por via intravenosa a través de vena yugular una hora
antes de inducir isquemia. La solubilidad del edaravone se logré bajo la mezcla con
NaOH al 0.5M, agua destilada, y correccion de pH hasta 8.0 con HCI al 2.0M. En el

grupo control se administré solucién salina 1.5 ml en el mismo momento.

Se tomaron muestras de sangre en condiciones basales a las 2 hrs y 24 hrs posterior
a la reperfusion para determinacion de creatinina, nitrégeno de urea y NGAL. Al final
del experimento se obtuvo el rifidn, se seccionod en corteza y médula y se congel6 a
-80°C para determinaciones posteriores. Para la medicion de NGAL por Western Blot
se utilizaron 100 ug de proteina y se resuspendieron en el amortiguador para
muestra (1:1 v/v) (0.125 M Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol y 10%
mercaptoetanol). Las muestras se colocaron en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 10%. La electroforesis se corrié en presencia del amortiguador de
corrida (0.025 M Tris, pH 8.3, 0.192 M glicina, 0.1% SDS) a 100 volt. La transferencia
se llevé a cabo en un sistema Trans-Blot SD a 10 volts por 30 minutos. La membrana

se incubo con el anticuerpo primario contra NGAL asi como para actina (Santa Cruz).



VARIABLES

Variable dependiente
¢ Niveles de creatinina, nitrégeno de urea'y NGAL
o Creatinina y nitrdbgeno de urea son expresadas en mg/dl vy
corresponden a variables cuantitativas continuas y de razon
0 NGAL es expresada en unidades arbitrarias como variable cuantitativa
continua y de razon
Variables independientes
¢ Induccion de isquemia y reperfusion (variable cualitativa nominal)

e Administracion de edaravone (variable cualitativa ordinal)

ANALISIS ESTADISTICO:

Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar. Se analizaron los
datos con método de mediciones repetidas, se probd la homogeneidad de varianzas
con prueba de Levene, y posteriormente se hicieron contrastes simples tomando
como referencia al tiempo 0, empleando la prueba de Bonferroni. El analisis
multivariado incluy6 la variable “tiempo” definida por O hrs, 2 hrs 0 24 hrs, y la
variable “grupo” definida por control, edaravone 3 o edaravone 9. Se acepto un nivel

de significancia de p<0.05



RESULTADOS

En la siguiente tabla se muestran las medidas de tendencia central y de dispersion
para las determinaciones de creatinina, nitrogeno de urea y NGAL para cada

subdivisiéon del universo de ratas.

1 Media | Desv. tip.
Cr0 Control .6700 .02449
Edaravone 3 .7033 .05203
Edaravone 9 .6633 .03933
Total .6789 .04185
Cr2 Control 1.6883 .18082

Edaravone 3 1.8767 .97983
Edaravone 9 1.3400 .35922
Total 1.6350 .61828
Cr24 Control 5.0450 .29153
Edaravone 3 4.8867 .34010
Edaravone 9 4.0533 1.65750
Total 4.6617 1.03315
BUNO Control 22.6667 | 1.96638
Edaravone 3 23.5000| 2.07364
Edaravone 9 21.5000 4.41588
Total 225556 | 2.97484
BUN2 Control 37.3333| 5.92171
Edaravone 3 44.6667 @ 26.15084
Edaravone 9 29.6667 5.04645
Total 37.2222 | 16.08271
BUN24  Control 124.5000 | 10.09455
Edaravone 3 | 121.8333 | 7.54763
Edaravone 9 97.0000 | 41.64613
Total 114.4444 | 26.81795
NGALO Control 13.6667 | 1.21106
Edaravone 3 14.5000 54772
Edaravone 9 14.0000 2.00000
Total 14.0556 | 1.34917
NGAL2 Control 25.5000 | 3.39116
Edaravone 3 24.0000| 2.75681
Edaravone 9 24.5000 1.64317
Total 24.6667 | 2.61219
NGAL24 Control 18.6667 | 2.65832
Edaravone 3 17.3333 | 3.50238
Edaravone 9 17.6667 2.73252
Total 17.8889 | 2.86744




En los contrastes multivariados, se encontré diferencias significativas para las
mediciones generales en el total de las ratas (analisis de interseccion entre sujetos),
sin embargo no se encontré diferencia cuando se analizaron dentro de cada grupo de
tratamiento sin importar el tiempo (analisis de grupo entre sujetos). Cuando se
agrego el efecto de tiempo, pero sin importar el tratamiento recibido, se encontraron
diferencias significativas (andlisis de tiempo intra-sujetos), no obstante al evaluar
simultdaneamente el tiempo y los grupos de tratamiento, nuevamente no existio

diferencia estadisticamente significativa (analisis tiempo-grupo intra-sujetos).

Contrastes multivariados

Efecto Valor F p
Entre sujetos Interseccion Traza de Pillai 997 | 1578.07(a) | .000
Lambda de Wilks .003 | 1578.07(a) | .000

Traza de Hotelling 364.170 | 1578.07(a) | .000
Raiz mayor de Roy | 364.170 | 1578.07(a) | .000

Grupo Traza de Pillai 456 1.378 | .258

Lambda de Wilks 561 1.454(a) @ .233

Traza de Hotelling 754 1.507 | .218

Raiz mayor de Roy 712 3.321(b) | .051

Intra-sujetos  Tiempo Traza de Pillai .989 | 153.546(a) | .000
Lambda de Wilks .011 | 153.546(a) | .000

Traza de Hotelling 92.127 | 153.546(a) | .000
Raiz mayor de Roy 92.127 | 153.546(a) | .000

tiempo*grupo Traza de Pillai 122 1.036 | .453
Lambda de Wilks .358 1.117(a) | .399
Traza de Hotelling 1.565 1.174 | .369

Raiz mayor de Roy 1.405 2.576(b) | .083

(a) Estadistico exacto
(b) El estadistico es un limite superior para la F el cual ofrece un limite inferior para el
nivel de significacion.



En los siguientes graficos se muestra el comportamiento individual de la creatinina,

nitrdgeno de urea y NGAL para cada grupo de tratamiento a lo largo del tiempo.
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Niveles de NGAL Graficados por Grupo y Tiempo
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La prueba de Levene arrojé que las varianzas de los grupos fueron homogéneas, lo

gue permitio el andlisis de comparaciones por el método de Bonferroni.



Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas

F gll | gl2 p
Cr0 1.446 2| 15 267
Cr2 2.921 2 15| .085
Cr24 3.442 2| 15| .059
BUNO 2.331 2| 15 131
BUN2 3.445 2| 15  .059
BUN24 | 2166 2| 15 149
NGALO | 1.484 2| 15|  .258
NGALZ | 1.263 2| 15 311
NGAL24 | 029 2| 15 971

Las pruebas de contraste inter-sujetos e intra-sujetos confirmaron las observaciones
anteriores. Los niveles para creatinina, nitrogeno de urea y NGAL mostraban
diferencias significativas, lo que correspondia a los cambios a través del tiempo.
Dicha significancia en comparaciones individuales se observaba no solo entre tiempo
0 y 24 hrs, sino inclusive entre tiempo 0 y 2 hrs para los 3 marcadores. Cuando la
variable “grupo” era introducida haciendo referencia a la distincion entre los
diferentes tratamientos utilizados, no se encontraba diferencia estadistica en ninguno

de los marcadores.



Pruebas de los efectos inter-sujetos

Suma de
Fuente Medida cuadrados tipo Ill | Media cuadrética F p
Interseccion | creatinina 97.317 97.317 | 750.369 | .000
Bun 60706.765 60706.765 | 636.768 | .000
Ngal 6409.636 6409.636 | 2918.38 | .000
Grupo creatinina .846 423 3.260 | .067
Bun 688.975 344.488 3.613 | .052
Ngal 1.531 .765 349 | 711
Variable transformada: Promedio
Pruebas de contrastes intra-sujetos
Suma de
cuadrados Media
Fuente Medida tiempo tipo 111 cuadratica F P
Tiempo Cr 2hrs vs Ohrs 16.45 16.45 45.23 | .000
24hrs vs Ohrs 285.52 285.52 | 293.11| .000
Bun 2hrs vs Ohrs 3872.00 3872.00 16.31| .001
24hrs vs Ohrs 151984.22 | 151984.22 | 258.42 | .000
Ngal 2hrs vs Ohrs 2026.72 2026.72 | 167.19 | .000
24hrs vs Ohrs 264.50 264.50 18.70 | .001
tiempo*grupo Cr 2hrs vs Ohrs 7 .38 1.06 | .369
24hrs vs Ohrs 3.27 1.63 1.68 | .220
Bun 2hrs vs Ohrs 507.00 253.50 1.06 | .368
24hrs vs Ohrs 2454.11 1227.05 2.08| .159
Ngal 2hrs vs Ohrs 16.44 8.22 67| .522
24hrs vs Ohrs 14.33 7.16 50| .612




DISCUSION

Los resultados corroboran la validez del modelo de isquemia-reperfusion en nuestras
ratas, obteniendo evidencia tanto macroscopica por la visualizacion al momento de
los cambios en coloracion del tejido al inducir isquemia y tras permitir la reperfusion,

como seérica a traveés de los marcadores de dafo renal empleados.

A pesar de lo reportado en estudios clinicos en donde NGAL ha mostrado ser
superior como marcador temprano de dafio tubular renal comparado contra
creatinina, en este modelo experimental los 3 marcadores (creatinina, nitrégeno de
urea y NGAL) mostraron una elevacion significativa desde las 2 hrs. En términos
generales, ambos, creatinina y NGAL, duplicaron sus valores a las 2 hrs post-

reperfusion.

La procedencia de NGAL es un factor relevante a considerar. Las concentraciones
séricas elevadas justo después del insulto isquémico parecen provenir del tabulo
proximal, que tiene la capacidad de reabsorberla por endocitosis y almacenarla en
lisosomas, por lo que su origen podria ser sistémico. Sin embargo, su produccion
posterior al evento de isquemia es principalmente en asa de Henle y tdbulo colector,
es decir, sitios tubulares primariamente menos dafiados. Esto explica en parte como
la concentracion urinaria se eleva considerablemente mas que la concentracion

sérica posterior a la isquemia @2,



En nuestro estudio, factores como la severidad del dafio provocado por isquemia-
reperfusion, las mediciones exclusivamente séricas y no urinarias, y el método
empleado por Western Blot a diferencia del método por ELISA en la mayor parte de
los estudios, podrian tratar de explicar en parte la diferencia en los resultados
obtenidos para NGAL con respecto al comportamiento de creatinina y nitrdgeno de

urea.

Por otro lado, cabe resaltar que a las 24 hrs post-reperfusion, la creatinina y
nitrogeno de urea parecen ser mejores indicadores de dafio, debido al decremento
en los valores de NGAL a ese tiempo. Estos hallazgos ya habian sido encontrados
por un estudio donde se evidencid el descenso de los niveles séricos de NGAL

después de las 8 hrs del evento @,

La administracion de edaravone en el modelo de isquemia-reperfusion ha sido
probada a diferentes dosis y en diferentes tiempos. Ante estudios que
consistentemente muestran un efecto favorable dosis-dependiente, son el momento
de inicio y la duracion del tratamiento las variables que podrian inclinar la balanza
hacia riesgo o beneficio renal. Se acepta hasta ahora como posible ventaja de su uso
el ampliar el tiempo de ventana para reperfusion en eventos isquémicos cerebrales.
Suzuki y cols administraron a perros con infarto cerebral inducido 4 semanas antes
1.5 mg/kg intravenosa previo al procedimiento de perfusion cerebral, mostrando
reduccién en la cascada de estrés oxidativo *®. Por su parte Zhang y cols probaron
en raton administrar 3 mg/kg justo después de la reperfusion cerebral contra retrasar

el inicio del tratamiento 3, 6 0 12 hrs después de la reperfusion, encontrando que



inclusive hasta un periodo de ventana de 6 horas era aceptable para lograr efecto
benéfico ©®%. No obstante con un retraso mayor en el tiempo pareceria ya no estar
indicado su uso. Otani y cols emplearon dosis Unica de edaravone 3 mg/kg o 10
mg/kg en diferentes tiempos tras isquemia-reperfusion cerebral en ratas, con analisis
de potenciales sinapticos en hipocampo, encontrando que la administracion justo
después de la reperfusibn mostraba una mejoria significativa, no asi para la

administracion 24 hrs o 96 horas tras reperfusion “V.

Es claro el efecto durante y posterior a la reperfusion en diversos oOrganos, sin
embargo es de meditar su uso con fines de proteccién renal una vez que ya se ha
inducido un dafio por isquemia-reperfusion, mas aun con los reportes de casos
comentados sobre IRA. Es por esto que poner a prueba su efecto administrado
previo al insulto renal nos resultd necesario. Sin embargo, en nuestro estudio no
encontramos beneficio con 3 0 9 mg/kg en una sola dosis una hora previa a la
induccion de isquemia, a pesar de la adecuada biodisponibilidad teorica a partir de

los 30 min de su aplicacion intravenosa.

En cuanto a la duracion del tratamiento, Noor y cols sometieron a ratas de 7 dias de
edad a insulto hipoxico-isquémico cerebral, y las asignaron posteriormente a 2, 5 0
10 dias de tratamiento con edaravone 9 mg/kg. A través de pruebas de
comportamiento y analisis histolégico concluyeron que el tratamiento corto por 2 dias
resultaba superior al tratamiento por 5 o 10 dias ©®. Los autores sugieren que
durante la fase aguda la remocion de radicales libres es benéfica, sin embargo

podria ser contraproducente en la fase regenerativa, ya que podria fomentar a su vez



la produccién de radicales libres al acumularse la dosis. Ademas, habria que sumarle
en la clinica los mdultiples factores de riesgo que pueden agregarse durante el curso
de un padecimiento, sobre todo en aquellos que requieren manejo intrahospitalario.
Por otro lado, existen circunstancias en que el estimulo agresor se perpetua, que en
teoria podria retrasar la reperfusiéon adecuada o inclusive fomentar un ciclo continuo
de isquemia-reperfusion-isquemia, en donde las dosis requeridas de agentes
removedores de radicales libres podrian multiplicarse. Es en éste ambito donde quiza
el monitoreo sérico con estimadores de estrés oxidativo tendrian un papel, como la
determinacion de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL) y actividad de

SOoD ©Y,

Esta Gltima podria constituir una hipotesis para explicar porqué la aplicacion de
edaravone previo a isquemia-reperfusion no resulto efectiva, es decir, a pesar de la
disponibilidad tedrica del farmaco en plasma y tejidos es factible que ante
concentraciones bajas de radicales libres la presencia del farmaco no genere un
impacto, mientras que el metabolismo del mismo fomente la produccion de radicales
edaravone y edaravone glucoronizado o sulfatado que sean facilmente excretados
por un riidn todavia sano. Una vez que se concrete la reperfusion, las
concentraciones de radicales libres se elevaran considerablemente, lo que
demandaria una mayor cantidad de farmaco requerido para su remocion, y quiza el
administrado previamente se encuentre ya metabolizado e inactivo, por lo que dosis
posteriores a éste momento serian necesarias. En cuanto al dafo renal inducido por

isquemia-reperfusion, es factible que los mecanismos de excrecidon del edaravone se



vean afectados, fomentado una elevacion en las concentraciones plasmaticas y

quiza mayor disponibilidad, no asi cuando se aplica previo al dafio renal.

La disociacién entre estudios experimentales en animales, y los reportes clinicos,
principalmente a nivel hepatico y renal ya ha sido discutida en algunas publicaciones,

sin obtenerse aun una idea clara del origen de ésta.

En la blasqueda de mecanismos tentativos de nefrotoxicidad, Mizuno y cols
exploraron el transporte de edaravone a nivel tubular una vez que éste ha sido
glucoronizado o sulfatado, demostrando que su excrecion estd acoplada a los
transportadores de anidnes organicos OAT1 y OAT3 en la membrana basolateral del
tubulo proximal. No obstante, el incremento de las concentraciones o disponibilidad a
nivel tubular no parece conferir citotoxicidad a ese nivel en los experimentos in Vitro
©2)Otro factor a considerar es el efecto que tiene edaravone sobre piridoxal, lo que a
largo plazo podria generar deplecion de sus concentraciones y potencialmente
efectos secundarios debido a deficiencia de piridoxina. Especificamente a nivel renal,
el piridoxal y piridoxina bloquean receptores purinérgicos, por lo que sus
concentraciones bajas podrian contribuir a vasoconstriccion, ademas de que como
parte de la familia de la vitamina B, son considerados inhibidores de la peroxidacion

lipidica ©.

El futuro de los antioxidantes en la reduccién del dafio renal por isquemia-reperfusion
parece prometedor. Desde el empleo de sustancias como N-acetil cisteina, que

aungue con resultados controversiales tiene un bajo perfil de toxicidad que permite



Su uso cotidiano en humanos para prevencion de nefropatia por medio de contraste,
pasando por lineas de investigacion aun en proceso sobre extractos naturales como
los bioflavonoides, que en modelos animales han mostrado beneficios en isquemia-
reperfusion en diversos tejidos, hasta finalmente el desarrollo de farmacos
modificados como el TM2002, derivado de edaravone con un mayor poder
removedor de radicales libres y la diferencia de no fijar piridoxal, lo que le ofreceria

ventajas tedricas ©¥.

El esquema aplicado por Doi y cols con dos dosis, la primera después de isquemia y
la segunda después de reperfusién parece hasta el momento la mejor opcion “9, sin
embargo se requieren de mas estudios que ayuden a aclarar los reportes de

asociacion con IRA.



CONCLUSIONES

1. El modelo de isquemia—reperfusion resulto vélido, con la elevacion de los
valores de creatinina, nitrogeno de urea y NGAL post-reperfusion.

2. En este trabajo, los 3 marcadores mostraron elevacion significativa a
partir de las 2 hrs. Si bien NGAL no mostré diferencia contra creatinina,
de cualquier forma seguiria siendo un marcador temprano de dafio renal,
no asi un marcador tardio, ya que sus valores descienden a las 24 hrs.

3. La administracion de edaravone en dosis Unica previo al evento de
isquemia-reperfusion no parece tener efecto benéfico sobre prevencién
de dafo renal. Este resultado se present6 independiente de la dosis

empleada.
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