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I.- MARCO TEORICO

|.-1 Introduccién:

La insuficiencia renal cronica terminal (IRCT) es problema de salud publica
mundial, que muestra un incremento continuo ennsidencia y prevalencia (1, 2).
Expectativas en Estados Unidos de América paréi®l2810, sefialan que el costo de la
terapia dialitica de pacientes con IRCT sera den28nillones de dolares por afio (3). El
trasplante renal es considerado el tratamientoletzién para pacientes con IRCT, que
aungue parece conllevar el mismo costo que laitediglitica, presenta una clara ventaja
sobre la calidad de vida y la reinstalacion a @awroductiva del paciente (4, 5). Sin
embargo, actualmente la pérdida del injerto reredidb al rechazo agudo o cronico
constituye una de las principales causas de IRCT, (8). Por lo tanto, cualquier maniobra
gue disminuya la tasa de rechazo renal tendra @euto benéfico, no solo preservar la

funcion del injerto, sino también para reducirfavalencia de IRCT.

Estudios experimentales han demostrado una asaidoiectamente proporcional
del tiempo de isquemia fria con las tasas de rectakinjerto (9, 10). Este fenomeno al
parecer tiene relacion, con el hecho que la isqudra/ reperfusion induce una mayor
expresion del complejo mayor de histocompatibilig@¥H), lo que a su vez se traduce
en un incremento en la tasa de rechazo agudo gfdgpatia cronica del injerto (11). Se ha
demostrado que el incremento en la expresion CMHas®cia con el grado de necrosis
tubular aguda, que es un hallazgo histolégicoctaristico del dafio renal por isquemia

fria/ reperfusion (12).



Datos previos de nuestro laboratorio, demostragiaoe la espironolactona previene
la caida del flujo sanguineo y la funcién renall@rtoxicidad aguda por ciclosporina,
ambos efectos mediados por la vasoconstriccioresidst de la arteriola renal aferente (13,
14). Estas observaciones sugirieron que el blogedos receptores de mineralocorticoides
podria tener efecto benéfico en el modelo renagigemia/ reperfusion. Para analizar esta
posibilidad, se estudié el efecto de la adminighrade espironolactona durante 24, 48 y 72
horas previas a la isquemia renal en un modelesgleemia caliente/reperfusion en la rata
(15). Los resultados mostraron que el grupo desrat@ isquemia caliente/ reperfusion
presentaron una caida significativa de la funciémal, acompafada de caida del flujo
sanguineo renal; estas observaciones funcionaesca@mpafnaron de un alto grado de
necrosis tubular aguda. Por otro lado, ni los camlfincionales, ni los estructurales se
presentaron en las ratas pretratadas con espiotooda La conclusidon principal de este
trabajo es que el bloqueo de los receptores derahmerticoides con espironolactona

previno el dafio renal por isquemia caliente/ rejseoh.

I.2 Fisiologia de la aldosterona:

La aldosterona es una hormona estesoitke la familia de los mineralocorticoides
(16). Es sintetizada en tzona glomerular de la glandula suprarresak dos principales
funciones son la conservacion del sodio sérico selaecion deotasio por la orina (16,
17). La aldosterona fue aislada por vez primeraSpmpson y Tait en 1953, a partir de
extractos cristalizados de glandulas suprarrendi®s Los esteroides son sintetizados a
partir del colesterol dentro de la corteza supradte mediante diferentes reacciones

enzimaticas que suceden a nivel microsomal; meaditio la estructura inicial del



colesterol, la aldosterona es sintetizada desdgesmxicorticosterona por accion de la

enzima mitocondrial P450 de aldosterona sint&3gufa 1.1).

Figura I.1. Esquema de reacciones enzimaticas endatesis de aldosterona
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La regulacion de la sintesis y de la secrecion alealdosterona, depende
directamente de factores que regulan la secred®nrenina y la produccion de
angiotensina IlI, principalmente, la deplecion daelig, del liquido extracelular y la
hiperkalemia, sin embargo, aunque en menor medidsistemaB-adrenérgico y ciertas

prostaglandinas también participan (16, 17).
I.2.1 Receptor de mineralocorticoides:

La funcién de la aldosterona depende de la inte&yadirecta con los receptores de
mineralocorticoides (MR), localizados a nivel débplasma (19). En 1987 se logro la
clonacién del MR (20). Dicho receptor pertenetz superfamilia de receptores nucleares

de la que forman parte los receptores del acitinoieo, las hormonas tiroideas, la



vitamina D y los receptores esteroideos (21-23}o€gsiltimos a su vez, forman una
subfamilia conformada por receptores para mineoalmoides, glucocorticoides,
progesterona, andrégenos y estrogenos. Se ha tdekcrexistencia de regiones muy

conservadas dentro de esta subfamilia de recepteépsa 1.2).

Figura 1.2 Subfamilia de receptores esteroideos

A/B c D E F
Receptor esteroideo
Subfamilia
N- 100 m 100 -
Receptor de glucocorticoides
N- <15 m 57 -C
Receptor de mineralocorticoides

N- <15 [ ona | 50 -
Receptor de progesterona

N- <15 [ oNa | 50 -
Receptor de andrégenos

Receptor de estrégenos

La region A/B, contiene un dominio para la transacion; el dominio C,
corresponde a la regidon de unién al DNA y que ader@nfiere la capacidad de
dimerizacion de estos receptores; la region Dad@apacidad de torsién actuando a modo
de bisagra; y la region E corresponde al dominiardén y reconocimiento del ligando asi
como a diferentes proteinas capaces de modulactiiddad del receptor, entre las que

destacan las proteinas de choque térmico HSPFHEPY90 (24-25).

La similitud estructural entre la subfamilia deaptores esteroideos se hace patente
al comparar los receptores de mineralocorticoid®R)( con los receptores de

glucocorticoides (GR), ya que presentan una hogi@ldel 94% a nivel de la region C.



Por ello, la interaccion del MR y del GR con el DNi&ne lugar a nivel de los mismos
elementos de respuesta especifica, GRE (por das sig inglés, Glucocorticoid Response
Element), esto es, que son capaces de reconooasitaa secuencia nucleotidica en las
regiones promotoras de los genes (21). Esta elesiadbtud estructural entre MR y GR
explicaria ademas la capacidad de unidon cruzadae est cortisol (principal
glucocorticoide) y el MR. Ahora bien ¢Como puede selectivo el receptor MR si
presenta la misma afinidad por los glucocorticoides por la aldosterona? Mas aun,
¢,Como la aldosterona puede ocupar su receptorcertedol presenta unas concentraciones
plasméticas de 100 a 1.000 veces superiores? Daltog niveles circulantes de cortisol
son muy superiores a los de aldosterona, se hamsarea la existencia de elementos
adicionales que aseguren la capacidad de uniora dédbsterona al MR. Entre estos
mecanismos encontramos la enzim@-hidroxiesteroide dehidrogenasa tipo Il (11HSD2)
capaz de convertir el cortisol en cortisona, horanomucho menos afin por el receptor MR,
favoreciendo de esta manera la especificidad d&ltssterona por el receptor (16, 21). De
este modo algunos de los tejidos sensibles a ¢tsta@idbna expresan el enzima 11HSD2 que

les permite liberar el receptor MR de la presedeigortisol (16, 21).

1.2.2 Acciones gendmica de la aldosterona:

La aldosterona posee una marcada naturaleza lijpbspde manera que es capaz
por si sola de difundir a través de la membransnpddica de las células diana (Figura 1.3a).
En ausencia de la hormona, el MR se encuentrdizada mayoritariamente en el
citoplasma celular, formando un complejo principate con las proteinas de choque
térmico HSP90 y HSP70 (Figura 1.3b). Dicha interda es indispensable para mantener

el receptor en una conformacion inactiva en elpttema celular. La interaccion del MR



con el ligando produce un cambio conformacional duelibera de estas proteinas
asociadas. ElI complejo hormona /receptor es treadto entonces hacia el nucleo celular

donde podr& actuar a modo de factor de transcrig€i@ura 1.3c).

Figura I.3. Acciones genomicas de la aldosterona
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Las diferentes etapas que tienen lugar en el psadedranslocacién nuclear de los
MR activados no han sido aln elucidadas en sudath(21-24). Una vez en el nlcleo, los
receptores MR (acoplados al ligando) dimerizan eessir reconociendo las secuencias
nucleotidicas GRE presentes en las regiones proasotde los genes dianas. Dicha
interaccion podria actuar a modo cooperativo, estdavoreciendo la posterior uniéon de
otros factores transcripcionales moduladores yymietido de esta manera la activacion o
la represién de la expresion de diferentes gergls1Sserum and glucocorticoid regulated
kinase, CHIF, Channel Inducing factor, GIL&Jucocorticoid-Induced Leucine Zipper y

NDRG2, N-Myc Downstream Regulated Gene (Figura 1.3d). £gfenes son capaces de



modular el flujo de Nay K™ en los segmentos tubulares distales, especialntei@mba

Na'/K* ATPasa, el cotransportador Wal” sensible a tiazidas (NCC), el canal de potasio
(ROMK) vy el canal epitelial de sodio (ENaC), peiemdo de esta manera el efecto
fisiologico de la aldosterona: la reabsorcion retebodio y la secrecion de potasio (Figura

1.3e).

1.2.3 Acciones no gendmicas de la aldosterona:

RecientementeArima y colaboradores, demostraron acciones vasculares no
genomicas de la aldosterona, al inducir vasocaecgin en arteriolas de conejo luego de la
administracion de aldosterona, via la fosfolipasay Ga activacion de canales calcio
dependientes (26). Las acciones no genOmicas aéddsterona han sido ampliamente
documentadas utilizando segundos mensajeros (JNK, RMPc, IP3, calcio, PKA vy
PKC) desde finales de los afios noventas en distief@os celulares regulando acciones

tales como el volumen celular, el transporte desamel equilibrio acido base (27, 28).

I.3 Funcion retardada del injerto

El trasplante renal puede llevarse a cabo de donadw relacionado o de donador
cadavérico (29). En el primer caso se trata gemerale de familiares en primer grado con
los que el enfermo comparte antigenos de histoctiinijsiad. Esta modalidad es la ideal
porque, ademas del beneficio de la compatibilidadinologica entre familiares, la cirugia
para la obtencion del rindn donado, se lleva a cbwltdneamente al trasplante en las
mejores condiciones posibles. Por eso, este tipwadplante conlleva usualmente un alto
nivel de éxito a corto y largo plazo. Sin embatganayor parte de los enfermos con IRCT

no tienen acceso a esta opcidn por diversas razBnesstos pacientes, la siguiente opcion



podria ser el trasplante renal de donador cadavéérmino mal empleado ya que en
realidad se trata de la donacidon de Organos deeriasi que se encuentran con muerte
cerebral. En estos casos, la cirugia de procurai@oérganos se lleva a cabo usualmente
varias horas antes del trasplante y en ocasionesnanciudad diferente en la que se
encuentra el receptor. Esto significa que luegdadeefrectomia, el riidn permanecera
durante varias horas (12 a 24 h) en lo que denanusdisquemia fria”, es decir, fuera del
cuerpo, en hielo y en solucion de preservacion. (28)consecuencia, los injertos de este
tipo de trasplante, muestran con frecuencia lo dgeeominamos retardo en el

funcionamiento del injerto (RFI) (30, 31).

El concepto de RFI no es aun completamente cordensa que el espectro de
presentacion clinica es amplio. Las manifestaciate®RF|I pueden ser desde un cuadro
clinico leve caracterizado por la tardanza deraglhoras en la produccién de orina y/o
en la disminucidon de los azoados posterior al laasp, hasta el desarrollo de una
insuficiencia renal aguda, caracterizada por necraular aguda y que en ocasiones
requiere de apoyo dialitico durante varios diapwes del trasplante (30, 32). En diversas
series (segun las definiciones utilizadas), estérfeeno ocurre con prevalencias que van
del 2 al 50 % de los casos, sin embargo podriareo8 due un nimero razonable es
alrededor de 35 % (30, 32). Existen multiples @esidue han analizado los factores de
riesgo para el desarrollo de RFI (33, 34). De estolresale el tiempo de isquemia fria, la
edad del donador y el antecedente de haber temjielboi renal previo (33-35). Asi mismo,
se han intentado diversas maniobras terapéuticaslaubjeto de disminuir la tasa de RFI.
De estas, las que han resultado ser utiles s@erfasion del rinidn con soluciones de

preservacion (36) y la reduccion al maximo del pertranscurrido entre la procuracion del



organo y el trasplante (37). El problema con el Réles solamente la insuficiencia renal
aguda que sigue al trasplante, sino que existetiphesl evidencias basicas y clinicas que
muestran que el RFI se acompafa de necrosis getalarliberacion de antigenos, que
aceleran los procesos de rechazo agudo y crédizp38, 38, 39). Por lo tanto, los injertos
gue desarrollan RFI se han asociado con tasasItaada nefropatia cronica del injerto y

por ende pérdida del injerto renal (11, 40, 41, 42)r otro lado, un estudio de Medicare en
Estados Unidos, mostré un incremento estadisticesgnificativo en los costos de la

terapia de mantenimiento de pacientes sometidassplante renal, de forma directamente
proporcional al tiempo de isquemia fria y a la pnesa o ausencia de RFI (43). Este

hallazgo también ha sido demostrado por otros grdpedrabajo (44, 45).

1.3.1 Fisiopatologia del retardo en la funcion dejerto:

La fisiopatologia del RFI est4 directamente relaada con el dafio secundario a
isquemia fria/reperfusion, la cual se ha demostaee origina la activacion y expresion
de moléculas de adhesion en las células endotelidles leucocitos (Figura 1.4 y 1.5). Una
vez activados, los leucocitos se adhieren a ladas2kendoteliales y transmigran al tejido
intersticial (46). Los leucocitos liberan oxidantesno el superodxido, el radical hidroéxilo,
el peroxinitrito y el acido hipocloroso, que lesaonlas células endoteliales y epiteliales
(47, 48). La lesiéon endotelial incrementa la praiiuc de endotelina tipo 1 (ET-1) y reduce
la liberaciobn de Oxido nitrico (ON) derivado deldetelio, de tal forma que ambas
circunstancias estimulan la vasoconstriccion, leegarion plaquetaria y exacerban la
respuesta inflamatoria (49, 50). Esta serie de tesefisiopatoldgicos iniciados por la
isquemia/reperfusion son similares a los que oonuderante el desarrollo de necrosis

tubular aguda en enfermos con estado de choquasepsis (51).



Figura 1.4. Cascada de eventos fisiopatoldgicos asados con la isquemia renal fria
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1.4 Espironolactona protege al rifion del dafio agugdor isquemia/reperfusion:

En afos recientes ha habido un incremento progresiv las evidencias que
muestran que la aldosterona tiene efectos praitoy que juegan un papel importante
en el desarrollo de varias cardiopatias y nefrapafb2). De hecho, estudios clinicos
controlados han mostrado que el bloqueo de logptems de mineralocorticoides con
espironolactona o con eplerenona mejora la solaediel pacientes con insuficiencia
cardiaca y reducen la proteinuria y la tasa derpsi@n hacia IRCT en pacientes con

diabetes mellitus (53-56).

A mediados de los noventadpstetter y cols, en la Universidad de Minnesota,
mostraron por vez primera, el papel fisiopatologleda aldosterona en el dafio renal en un
modelo experimental de insuficiencia renal cron{@). En nuestro laboratorio se ha
estudiado el papel de la aldosterona en la nefi@pguda y cronica por ciclosporina en la
rata. En estos modelos hemos demostrado que I@m®slgictona previene por completo la
toxicidad por este inmunosupresor (13, 14). Duraestos estudios, nos Illamoé
poderosamente la atencion que la espironolactaangr la caida del flujo sanguineo y la
funcion renal en la toxicidad aguda por ciclosparimmbos efectos mediados por
vasoconstriccion aferente renal. Estas observagicogirieron que el bloqueo de los
receptores de mineralocorticoides podria tener t@fdmenéfico en el modelo de

isquemia/reperfusion (15)

Para analizar esta posibilidad se estudio el efeldola administracion de
espironolactona 24, 48 y 72 horas antes de indsopiremia renal bilateral en la rata (15).

Este modelo se induce mediante cirugia en la @plrezan ambas arterias renales durante



20 minutos para inducir isquemia bilateral. Postenente se retiran los clamps de las
arterias para permitir la reperfusion, se termaaitugia y 24 horas después se determina
el estado de la funcion y el dafio histoldgico. Bsumen de este trabajo se encuentra en la
Figura 6. En ésta se muestra la creatinina sédepuracion de creatinina, el flujo
sanguineo renal y el grado de necrosis tubularbbass blancas representan el grupo de
ratas control con operacion simulada. Las barrggasemuestran el grupo de ratas con
isquemia/reperfusion. Las barras grises muestras Wrupos de ratas con
isquemia/reperfusion que fueron pretratadas coiroespactona por 24, 48 y 72 horas,
respectivamente. Como muestran las gréaficas, leema@/reperfusion resulté en una caida
significativa de la funcion renal acompafada delaalel flujo sanguineo renal. Estas
observaciones funcionales se acompanaron de attw gte necrosis tubular aguda. Ni los
cambios funcionales, ni los estructurales se ptasmm en las ratas pretratadas con
espironolactona. La conclusion principal de estbdjo es que el bloqueo de los receptores

de mineralocorticoides previene el dafio renal pguemia/reperfusion.

Figura 6 Efecto del boqueo a receptores de minetorticoides durante el
fendmeno de isquemia renal caliente/ reperfusion
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El efecto renoprotector de la espironolactonagumion directa con el receptor de
mineralocorticoides se ha confirmado en un estugicente publicado por nuestro
laboratorio utilizando un modelo de ratas adreriaieizadas (58). Todos estos resultados,
han permitido establecer que el mecanismo por allaualdosterona induce el dafio renal
por isquemia reperfusion esta directamente reladorton la reduccion del tono vascular.
Una publicacion posterior deeopold y cols (59), confirmd nuestros hallazgos y demostré
gue la asociacion en la reduccion del tono vasquterrla aldosterona era mediante la
reduccion de la glucosa 6-fosfato deshidrogenagananclave en la sintesis de NADPH
(Nicotinamida-Adenina Dinucleotido Fosfato), coenai de la glutation reductasa, enzima

gue participa en la conversion del glutation oxaled reducido.

1.5 Justificacion:

Debido a que el dafio por isquemia fria/reperfusigrel trasplante renal se asocia
con el desarrollo de RFI, que a su vez incremeat@rbbabilidad de rechazo renal,
cualquier maniobra que reduzca el RFI podria mejaréuncion del injerto a corto y largo
plazo, con lo que se disminuiria eventualmenteaka tde insuficiencia renal cronica

terminal y el impacto econdémico que esto representa



Il.- HIPOTESIS

Si el binomio aldosterona-receptor juega un papebrtante en el dafio renal por
isquemia fria/ reperfusion, entonces el bloqueomé&aologico del receptor a
mineralocorticoides con espironolactona, tendréei@cto preventivo en el desarrollo de

retardo en la funcion del injerto.



11 OBJETIVOS
[11. 1 Principal

Determinar si el bloqueo de los receptores de raioeorticoides tiene un efecto benéfico

en el dafio renal por isquemia fria/ reperfusion.

I11.2 Particulares:

1. Estandarizar la técnica del trasplante renal emsyatomo modelo de isquemia fria/
reperfusion.
2. Determinar si la administracion de espironolacttbeae un efecto protector sobre el

desarrollo de dafio renal por isquemia fria/ repsedfu



IV.- METODOLOGIA

IV.1.- Disefo del estudio:

Experimental y basico.

IV.2 Lugar a realizar el estudio:

Unidad de Fisiologia Molecular, Departamento derdle§ia y Metabolismo
Mineral del Instituto Nacional de Ciencias Médigadutricion Salvador Zubiran y del

Instituto de Investigaciones Biomédicas, de la @rsidad Nacional Autbnoma de México.

IV.3 Animales de estudio y tamafio de la muestra:

Se estudiaron cinco grupos de ratas de la cepalVitpecidRatus norvergicusEl
tamafio de la muestra se determind de acuerdo ahmiequerido para obtener resultados
estadisticamente significativos. Todos los animileson machos de 280 a 350g de peso,

distribuidos de la siguiente forma:

» Grupo 1: Ratas con cirugia simulada.

 Grupo 2: Ratas con cirugia simulada y tratadas duranteor@s previas a la cirugia
con espironolactona a 20 mg/kg por sonda orogastric

* Grupo 3: Ratas con nefrectomia bilateral, sometidas altlatp de un rifién de rata
normal expuesto a isquemia fria de 120 minutos ©§ administracion de
espironolactona.

* Grupo 4: Ratas con nefrectomia bilateral tratadas con @splaictona 20 mg/kg,

durante 72 horas previas a la cirugia , sometiddsagplante de un rifidn expuesto a



isquemia fria de 120 minutos y obtenido de ratatadias con espironolactona a 20
mg/kg, durante 72 horas previas a la cirugia decion.

* Grupo 5: Ratas con nefrectomia bilateral, sometidas altasprenal de un rifidn de
rata normal expuesto a menos de 60 minutos densgueia y sin administracion de

espironolactona.

IV.4 Disefio experimental:

Se dividio en tres fases: pretrasplante, trasplaqtostrasplante. En faimera fase
las ratas fueron alojadas en cajas de policarba@iso sélido y viruta (4 por caja) con
acceso a agua y comida a libre demanda por al mé®idsoras previas al trasplante.
Dependiendo del grupo de estudio, se administr@atida orogastrica, espironolactona 20
mg/kg/ dia, desde 72 horas previas a la cirugiasdgunda faseonsistio en realizar la
nefrectomia izquierda en la rata donadora y epkaase renal en la rata receptora, de
acuerdo a lo descrito mas adelante. Finalmenterera faseconsistié en la vigilancia
postrasplante, con sangrias de 500 microlitroga @ela de la rata, para andlisis de muestras
a las 24, 72 y 120 horas. Al cuarto dia de la @rutp rata se colocaba en una jaula
metabdlica para recoleccion de orina de 24 horaetgrminacion de la depuracion de

creatinina con cuantificacién del volumen urinai@uinto dia postrasplante.

IV.4.1 Nefrectomia y perfusion:

Para la nefrectomia, la rata donadora sest@sia con pentobarbital sédico
intraperitoneal (Anestesal ®), a dosis de 30 mg/&@ninistrando dosis suplementarias
cada hora, segun fuera necesario. La region xifoplds rasurada y sometida a asepsia y

antisepsia con solucion de iodopovidona. Postegaots) la rata es colocada en posicion



dorsal sobre una mesa de corcho con tabla térmi&gegada con cinta adhesiva de sus
cuatro extremidades. También se coloca una sorcial reonectada a un controlador
térmico, para mantener un registro continuo deraperatura corporal a 37°C. Empleando
pinzas de diseccidn y tijeras se lleva a cabo mcigion media xifopubica, iniciando con la
piel y siguiendo con el plano musculoaponeuroétiqoeyitoneal, extendiéndose de forma
bilateral a los flancos. De esta manera son expselsts organos intraabdominales.
Empleando una gasa humeda en solucidén salinaséess iatestinales son retraidas hacia
afuera y hacia el lado derecho del animal, derasteera queda expuesto el rifidn izquierdo
(Figura 1V.1a). Posteriormente se identifican cirnestructuras claves para realizar la
nefrectomia:1) vena suprarrenal, 2) vena gonadal, 3) aorta supnal, 4) aorta
infrarrenal, 5) aorta distal y 6) vena renalLa vena suprarrenaly la vena gonadake
disecan y cortan, previa colocacion de nudos dobtes sutura nylon 6-0 (Ethylon,
Ethicon, NJ, USA). Con excepcion del uréter, elae® las estructuras claves se disecan y
aislan mediante la colocacion de nudos simplegzanidio suturas nylon 3-0 (Ethylon,
Ethicon, NJ, USA), (Figura IV.1b). A continuaciése realiza una incision en la cara
anterior de laaorta infrarrenal (Figura 1V.1c), por donde un catéter de polietld®?E-50

se coloca y se fija mediante un nudo simple coarautylon 3-0 (Figura IV.1d). A través
del catéter el rifidn se perfunde con solucion aaihn0.9% mas 2000 U de heparina no
fraccionada. Posteriormente, gkter izquierdose diseca hasta el hueco pélvico y junto
con lavejiga se separa de su lecho anatomico; inmediatameheeidentificarse el uréter
derecho y la uretra, las cuales se disecan y ¢qutania colocacion de nudos dobles con
sutura nylon 6-0. En este momento, a través déteraddrtico se administra la soluciéon de
preservacion (Custodiol ®, HTK Solution, Metaphar@anada) hasta completar la

perfusion del rifidn izquierdo (FiguralV.1le). Unazvgue el rifion ha sido perfundido, la



vena renales cortada de forma transversal y proximal aVa;cde igual forma, larteria
renal es cortada obteniendo a su vezpanche adrticode la rata donadora. Finalmente, el

rifidn era extraido y colocado en solucién de pveséin a 4°C (Figura IV.1f).

Figura IV.1 Nefrectomia y perfusion en la rata dondora

a) Rifién izquierdo b) Colocacién de ligaduras
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IV.4.2 Trasplante renal:

Las ratas receptoras se anestesia con pentobadiiao intraperitoneal (Anestesal
®), a dosis de 30 mg/Kg, administrando dosis supftdgarias cada hora, segun fuera
necesario. La region xifopubica es rasurada y sdmet asepsia y antisepsia con solucion
de iodopovidona. Posteriormente, la rata es cobeadposicion dorsal sobre una mesa de
corcho con tabla térmica y sujetada con cinta adaede sus cuatro extremidades.
También se coloca una sonda rectal conectada antrolador térmico, para mantener un
registro continuo de la temperatura corporal a 37 Bf@pleando pinzas de diseccion y
tijeras se lleva a cabo una incisién media xifopapiniciando con la piel y siguiendo con
el plano musculoaponeuroético y peritoneal. Inmedignte se colocan de ambos lados
retractores de pared que se fijan con cinta adhesila mesa de corcho. De esta manera
guedan expuestos los érganos intraabdominales.eamgd una gasa humeda en solucién
salina, las asas intestinales son retraidas haera fy hacia el lado derecho del animal.
Utilizando pinzas de diseccion y ligaduras nylo@ 3e llevaba a cabo la nefrectomia
izquierda, previa ligadura de los vasos y el uriteitateral. La aorta y la cava son ahora
identificadas y mediante pinzas de diseccion separa (Figuras 1V.2a, 1V.2b).
Posteriormente, sobre la aorta y cava son colodadadamps vasculares (Braun, Biemer,
Germany) de forma préximal y distal a los vasosales (Figura IV.2c). Colocados los
clamps, se realiza una arterioctomia en la car@riantde la aorta con posterior
anastomosis de la arteria renal mediante surgeténao con sutura nylon 9-0 (Ethylon,
Ethicon, NJ, USA) (Figura IV.2d); luego de lo amera nivel de la vena cava se realiza
una venotomia seguida de anastomosis de la veahderorma similar a la arteria renal

(Figura 1V.2e). Terminadas las anastomosis vasesilase realiza la anastomosis del



parche vesical sobre la vejiga nativa de la ratep®®ra, empleando para esto sutura nylon

6-0 (Ethylon, Ethicon, NJ, USA) (Figura IV.2f).

Figura IV.2 Secuencia en el trasplante renal en ratcon anastomosis latero-terminal

a) Identificacién de la aorta y cava infrarrenal b) Diseccién y separacién de la aorta y cava infrarrenal

€) Anastomosis venosa

Is.




A continuacién, con apoyo de pinzas de disecciéautura nylon 3-0, se realiza la
nefrectomia derecha, de esta manera la rata reaeqitlo queda con el injerto renal. Antes
del cierre de la cavidad abdominal, se evalla &cw@ada reperfusion renal y se descarta
hemorragias o trombosis vasculares (Figura IV.8¢ yadministra ceftriaxona genérica 30
mg/kg intraperitoneal. Finalmente, la cavidad abiaise cierra en dos planos, el primero

musculoaponeurético y el segundo la piel con satnydon 3-0.

Figura IV.3 Trasplante renal experimental

IV.4.3 Vigilancia postoperatoria:

Luego de la cirugia, los animales son colocadosagas de poliuretano y viruta con
acceso a agua a libre demanda de durante tresTdidas las ratas reciben paracetamol
genérico como analgésico, a dosis de 100 mg/ kgiddien solucién glucosada al 5%
durante las primeras 72 horas del posoperatoripadir del tercer dia las ratas reciben

agua y alimento a libre demanda.



IV.5 Consideraciones éticas:

Todos los animales fueron manejados de acuerdamarima mexicana NOM-062-
Z00-1999 de manejo y uso de animales de experimiéntaEl estudio se considera con
nivel | de bioseguridad para el personal que maesjanimales. En tanto la afectacion de
los animales fue de categoriallds animales donadores renales, luego de la nefméaty
los animales receptores del injerto al término eludio, fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital intraperitoneal (12Kig)g Confirmada la muerte del animal,

el cadaver era eliminado de acuerdo a lo dispuwesta NOM-087-ECOL-1995, capitulo 6.

IV.6 Variables

IV.6.1 Dependientes:

Retardo de la funcion del injerto

IV.6.2 Independientes:

Tiempo quirdrgico en la nefrectomia, tiempo deu&syia renal fria/reperfusion,
tiempo quirdrgico en el trasplante, tiempo de amassis arterial, tiempo de anastomosis
venosa, tiempo de anastomosis vesical, tromb@sswar, dehiscencia de anastomosis

vascular, dehiscencia de anastomosis vesicamnpdratura corporal.

IV.6.3 Definicion operacional de variables (Anexd |

IV.6.4 Hoja de captura de variables (Anexo 1)



IV.7 Analisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva paramétricaoyparamétrica, dependiendo de la
distribucion de variables. Para las variables oo, se utiliz6 media y error estandar de
la media. Para las variables nominales u ordindiastomicas se empleé niumero de casos
(n) y porcentajes (%). La comparacion de mediagakzo con la prueba T de Student no
pareada y la comparacion de medias de mas de dpssgse realizo con ANOVA de dos

colas. El nivel de significancia fue establecida ca valor de P menor a 0.05.



V.- RESULTADOS

V.1 Estandarizacion de la nefrectomia y perfusiéenal:

De acuerdo con nuestro primer objetivo, se inigiéstandarizacion de la técnica de
trasplante renal. De forma inicial, se llevo a c#ébtécnica quirlrgica para la extraccion
del rifidn izquierdo. Se realizaron un total de B2fectomias. La curva de aprendizaje en
la estandarizacién de esta técnica se observaléguea V.1. La comparacion del tiempo
quirargico inicial 175.4+45.1 min (noviembre-0@&¥sus el final 24.2+3.8 min (septiembre-

09) fue estadisticamente significativo (P < 0.001).

Figura V.1 Evolucion del tiempo quirdrgico en la standarizacion de la técnica de

nefrectomia en ratas.
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Durante la estandarizacion de la técnica, se pt@s® un total de 97
complicaciones (43.1%) asociadas con el procedimiguirargico: 1) hemorragias 47
(20.8%), 2) lesiones vasculares 14 (5.3%), 3) desgte la capsula de Gerota 12 (5.3%),

4) sobredosis de anestesia 8 (3.5%), 5) lesionesirdero 8 (3.5%), 6) hipotermia 6



(2.6%) y 7) lesion vesical 2 (0.8%). Con una reduten el porcentaje de complicaciones

de 85% en Noviembre-06, hasta practicamente ningardanio-09 (Figura V.2).

Figura V.2 Complicaciones a través del tiempo emlestandarizacion de un modelo

quirargico de nefrectomia en ratas.
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V.2 Estandarizacion del trasplante renal experimaht

De forma paralela a la nefrectomia, se inicio reiceso de estandarizacion de la
técnica de trasplante renal. En ymamera fase se realizaron 57 trasplantes utilizando la
técnica de anastomosis vascular termino-terminahgstomosis vesical con parche de
vejiga. Se registraron 48 complicaciones (84.2%ciaslas con la cirugia: 1) trombosis
arterial 16 (33.3%), 2) hemorragia arterial 9 (¥8)83) trombosis venosa 8 (16.6%), 4)
hemorragia venosa 6 (12.5%) 5) hipotermia 6 (12.5%€) sobredosis de anestesia 3
(6.3%). La curva en la estandarizacion de la técsie observa en la Figura V.3. Se
demostro un incremento en la sobrevida inversam@ojgorcional con la reduccion en la

frecuencia de complicaciones asociadas al procedimi quirdrgico. Al final del



seguimiento se registrdé una sobrevida del 75% ¢ 80l25% de complicaciones asociadas
con la cirugia. Del total de trasplantes realizadseslo 9 ratas no presentaron
complicaciones, de las cuales Unicamente 3 raBa8%d lograron sobrevivir al quinto dia
postrasplante. El resto de los animales fallecieeon las primeras 72 horas del
posoperatorio, las autopsias revelaron, 4 ratagroombosis de la anastomosis arterial y 2

ratas con trombosis de la anastomosis venosa.

Figura V.3 Curvas de sobrevida del injerto renal yde complicaciones asociadas con el

trasplante renal utilizando la técnica de anastomas termino-terminal.
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Con base en estos resultados, se inicioseganda fase en la estandarizacion del
trasplante renal en ratas modificando el tipo dastomosis vascular. Se realizaron 23
trasplantes con anastomosis latero-terminal y 88ptantes con anastomosis termino-
terminal. La comparacion de ambas técnicas se muestla Tabla V.1. Se demostré un
menor tiempo quirdrgico total y un menor tiempacadastomosis arterial, con la técnica de

anastomosis latero-terminal, de forma estadistipafieativa.



Tabla V.1. Comparacion de dos técnicas anastomosigsculares en un modelo

experimental de trasplante renal.

Anastomosis termino- Anastomosis

General
Variables terminal latero-terminal P
n=55
n=32 n=23
Peso donadora 292.8+35.3 303.8+36.9 277.6126.9 0.320
Peso receptora 287.7+31.3 297.4132.2 274.4124.0 0.265
Tiempo de isquemia caliente 9.3#11 8.445.1 10.5+16.2 0.485
Tiempo de isquemia fria 315.0+104.4 305.2+103.6 296.1+107.7 0.752
Tiempo anastomosis arterial 41.6+16.8 47.3+18.5 33.719.9 0.004
Tiempo anastomosis venosa 43.6112.2 44.9+11.6 41.7+13.1 0.349
Tiempo anastomosis vesical 18.918.4 18.249.1 20.1+7.5 0.414
Tiempo quirdrgico total 204.5+92.5 233.9+106.8 163.6+44.1 <0.001

Por otro lado, la comparacion de las complicacicasexiadas con las técnicas se
muestra en la Tabla V.2. Se demostrd una frecueneier de complicaciones quirdrgicas,
con la técnica de anastomosis vascular terminoitetnfP< 0.001). Sin embargo, con

ambas técnicas la sobrevida del injerto renal mtqulia del trasplante fue baja (P= NS).

Con base en los resultados anteriores, se contiondunatercera fase con el
objetivo de alcanzar la estandarizacion de la técde trasplante rendsta consistio en
una estancia de investigacion para recibir capaciteen la técnica quirdrgica en la Unidad
de Nefrologia Experimental del Hospital Universaade Bellvitge, en Barcelona Espafa.
La Tabla V.3, muestra las principales diferenciasoatradas al comparar nuestra técnica

con la técnica del grupo espafiol.



Tabla V.2 Comparacion de complicaciones de dos técas anastomosis vasculares en

un modelo experimental de trasplante renal.

Anastomosis Anastomosis
Complicaciones termino-terminal latero-terminal P
n=32 n=23

Sin complicaciones (%) 13 (40.7) 0(0) <0.001

Tipos de complicaciones
Hemorragia (%) 5(15.6) 8 (34.8) 0.184
Trombosis venosa (%) 4(12.5) 1(4.4) 0.574
Trombosis arterial (%) 5(15.6) 1(4.4) 0.376
Broncoaspiracion (%) 3(9.4) 1(4.4) 0.856
Estenosis venosa (%) 1(3.1) 2(8.6) 0.768
Sobredosis de anestesia (%) 0(0) 3(13) 0.167
Estenosis adrtica (%) 0(0) 4(17.2) 0.072
Estenosis cava (%) 0(0) 1(4.4) 0.818
Torsién venosa (%) 0(0) 1(4.4) 0.818
Necrosis intestinal (%) 1(3.1) 0(0) 0.818
Desprendimiento de uréter (%) 0(0) 1(4.4) 0.818

Sobrevida del injerto renal 1(3.1) 0(0) 0.818

La capacitacion consistio en tres fasegyrianera fue la observacion de videos de
cirugias previas; laegunda fue la observacion de cirugias vivo y la tercera fue la
realizacion de cirugias bajo supervision contirAldinalizar la capacitacion y de regreso
en México, se continué con el desarrollo de hadiles técnico quirdrgicas durante un
periodo aproximado de 6 meses. Durante el periaa@apacitacion se demostré una
diferencia estadistica significativa entre el f@nguirdrgico inicial (154+21.7 minjersus

tiempo quirdrgico realizado al final de la curvaagpeendizaje (72.2+2.06 min (Figura V.4).

Tabla V.3 Comparacién de las principales variableselacionadas con el trasplante

renal experimental.



Variables Hopital de Bellvitge INNSZ

Trasplante entre especies Lewis a Lewisy Brauw a Wistar Wistar a Wistar
Anestesia en rata donadora Ketamina + Atropina + Diacepam Pentobarbital
Anestesia en rata receptora Fentanil + Naloxona Pentobarbital

Tiempo nefrectomia’ 20 minutos 60 minutos
Tiempo trasplantet 60 minutos 150 minutos
Sobrevida del trasplante'" 70-80 % 0%

Hemorragia, Estenosis adrticay
Complicaciones Lesiones del uréter
Sobredosis de anestesia

tTiempo promedio aproximado en realizar una nefrectomia
¥Tiempo promedio aproximado en realizar un trasplante
9] Sobrevida del injerto al quinto dia postrasplante

Figura V.4 Evolucién del tiempo quirdrgico total en la estandarizacion del trasplante

renal con anastomosis vascular latero-terminal enatas.
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De forma especifica, las variables quirargicasnderés en la estandarizacion de la

técnica se observan en la Figura V.5. Con excemb@biempo quirdrgico realizado en la



anastomosis vesical, la comparacion de los denefisptis quirdrgicos mostraron una

reduccidn estadisticamente significativa (Tabla) V.4

Figura V.5 Evolucion de las variables quirdrgicas @ interés en la estandarizacion del

trasplante renal con anastomosis vascular latero-tminal
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Finalmente, como se muestra en la tabla V.4, serdect6 un incremento en el
porcentaje de sobrevida de las ratas, a partimdslde abril 2009 del 15.7% hasta 65% en
el mes de julio 2009. Con estos resultados séizinal periodo de estandarizacion de la

técnica de trasplante renal con anastomosis vadatgeo-terminal.

Tabla V.4 Variables quirtrgicas de interés en la éandarizacion de la técnica de

trasplante renal con anastomosis latero-terminal.



Variables Capacitacion Marzo  Abril Mayo Junio Julio Agosto Sept. P

10 20 19 20 20 20 18 9 -
No de Trasplantes

) 72.56.8 61.319.7 45.4%4.9  39.2+7.1 332462  34.6:39 35635 35151  <0.001
Tiempo de Clamps X+DE

<0.001

Tiempo de 27.445.09 28.9+6.6 20.8+3.9  18.2450 17.5#45 155#2.2 158424 16.25t1.4
anastomosis arteria XtDE
Tiempo de 29.3:5.8 220181 161422 16562 115+1.4 1424 14326 123123 0001
anastomosis vena X+ DE
Tiempo de 10£0.9 11+1.8  10.8#1.5 102+12  9.315 10+2 117421 105:19 0876
anastomosis vesical: Xt DE
. 0 0 3 4 11 13 12 6
No de ratas vivas
0 0 15.7 20 55 65 66 66

Porcentaje de ratas vivas

V.3 Efecto de la espironolactona en la evolucior ttasplante renal:

Para evaluar el efecto del bloqueo a receptoresnieralocorticoides en la
evolucion del trasplante renal, fueron selecciosagioimales con trasplante renal y sin
complicaciones quirargicas aparentes. El impaetéadespironolactona en los niveles de
creatinina sérica se observa en la Figura V.6 cifess de creatinina sérica se determinaron
al quinto dia de la cirugia, con los siguientesiltedos: 1) ratas con cirugia simulada,
SHAM (n=5): 0.35+0.09 mg/dl, 2) ratas con espiraotbna, SPIRO (n=5): 0.46+0.05
mg/dl, 3) ratas con trasplante renal (isquemia grianedio de 120 minutos), TR (n=5):
2.49+£1.99 mg/dl 'y 4) ratas con trasplante renah qwevia administracion de
espironolactona, TR+SPIRO (n=5): 1.72+1.51 mg/@) yatas con trasplante renal control
(isquemia fria menor de 60 minutos), TR control4n=0.5+0.2 mg/dl. La comparacion
entre grupos mostré una diferencia estadisticafgigtiva entre las ratas TRersus ratas
TR control (P= 0.03), sin embargo, la compara@nitre el grupo TRersus TR+SPIRO
no fue estadisticamente significativa (P= 0.459). tBnto, la comparacion entre ratas

SHAM versusratas TR control, ratas SPIR@rsus ratas TR control y ratas SPIR@rsus



ratas TR+SPIRO tampoco mostré diferencia estadistignificativa. Por otro lado, el
efecto de la espironolactona en la depuracion datioina (CICr) en muestras de orina
recolectadas durante 24 horas, se muestran englaaFV.7. Los resultados en las
determinaciones de la CICr al quinto dia de lagtauueron: 1) ratas SHAM 1.85+0.59
ml/min, 2) ratas SPIRO 1.62+0.69 ml/min, 3) rataR 0.29+0.26 ml/min, 4) ratas
TR+SPIRO 0.76+0.71 ml/min y 5) ratas TR control fdes7+0.46 mil/min. La
comparacion entre grupos mostré una diferencialissiea significativa entre el TRrsus
TR control (P= 0.017), en tanto, la comparaciémeeat grupo TRversus TR+SPIRO no
mostro diferencia estadisticamente significativee (B.132), asi como tampoco la
comparacion entre ratas SHAMrsus ratas TR control (P= 0.516), SPIR@rsus TR

control (P=0.921) y SPIR@rsus TR+SPIRO (P= 0.074).

Figura V.6 Efecto de la administracion de espironlactona en los niveles séricos de

creatinina postrasplante
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Figura V.7 Efecto de la administracion de espiron@ictona en la depuracion de

creatinina
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V.4 Efecto de la isquemia fria/ reperfusion en latgevida:

El tiempo promedio de isquemia fria/ reperfusiénas ratas estudiadas hasta ahora
fueron: 1) ratas TR: 119+24.9 min, 2) ratas TREPI1113+12 min y 3) ratas TR control
de 55+10.9 min. Para evaluar el posible efectaideipo de isquemia fria/ reperfusion en
la evolucion del trasplante se analizo la sobredieldas ratas con trasplante renal en tres
grupos con distintos tiempos de isquemia fria (FEigd.8). El grupo 1, fueron ratas con
injerto renal sometido a isquemia fria/ reperfusmenor de 60 min (n=4); el grupo 2,
fueron ratas cuyo injerto renal se sometié a isgadria de 120 min (n=18), finalmente,
el grupo 3, fueron ratas donde el riidn se sone40 min de isquemia fria (n= 7). Los

resultados mostraron una mejor sobrevida a meaopt) de isquemia fria (P< 0.001).



Figura V.8 Impacto del tiempo de isquemia fria/ reprfusion en la sobrevida de las

ratas sometidas a trasplante renal
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Posteriormente, evaluamos el impacto del bloqueo rexeptores de
mineralocorticoides en la sobrevida de las rataseidas a trasplante renal. EIl grupo 1
(n= 14), fueron ratas sometidas a trasplante @malie ambas ratas (donadora y receptora)
recibieron espironolactona desde 72 horas previascaugia. El grupo 2 (n= 19), fueron
ratas con trasplante renal sin administraciongpgr@nolactona. Como se muestra en la
Figura V.9, no se demostré una diferencia estadistignificativa (P= 0.281), para un
tiempo de isquemia fria en@lupo 1 de 122.65+23.20ersus el tiempo de isquemia fria en

elgrupo 2 de 119.47+19.5 (P=0.778).



Figura V.9 Efecto del bloqueo a receptores de minalocorticoides en la sobrevida de

ratas sometidas a trasplante renal

1.0 [
(1] 0.84
o
o
S
€
o 06+
)
(%] ———
c
o
2
2o g =
Q
o
3
(7]

0.2+

Grupol
Grupo 2
0.0
T T T T
2000.00 4000.00 6000.00 N 8000.00
Minutos

Para analizar el resultado del efecto de la espiactona en la sobrevida de las
ratas trasplantadas, fueron evaluadas las vasiablacionadas con la cirugia de las ratas
sin espironolactona (SBrsus ratas con espironolactona (CE) (Figura V.10):i@mpo
quirargico en la nefrectomia: SE 28.2+1v@isus CE 30.2+1.65 min (P= 0.275); 2) tiempo
quirargico en el trasplante renal: SE 77.62&&us CE 83.7+2.9 min (P=0.830); 3) tiempo
de clamps vasculares: SE 35.8+Yetsus CE 36.5+1.3 min (P= 0.778); 4) tiempo de
anastomosis arterial: SE 17.2+1.0&sus CE 16.1+0.72 min (P=0.503); 5) tiempo de
anastomosis venosa: SE 14.4+¥e8sus CE 15.1+0.86 min (P=0.728); y 6) tiempo de

anastomosis vesical: SE 10.9+0.45 versus CE 1@29+#8in (P=0.310).
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Figura V.10 Comparacion de variables quirdrgicas de interés relacionadas con

la sobrevida de ratas sometidas a trasplante renal
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VI.- DISCUSION

El trasplante renal en ratas ha sido un modelo experimental clasico en la formacion
de recursos humanos en microcirugia (60). En la dltima década, las publicaciones
cientificas utilizando este modelo en la investigacion de dafio renal por isquemia fria/
reperfusion, hipertension arterial, rechazo agudo y en la nefropatia cronica del injerto se
han incrementado significativamente (61). La primera descripcion de la técnica fue
publicada porFisher y Leeen 1965 y presentada inicialmente en 1961 en la Reunion
Nacional del Colegio Americano de Cirujanos en Chicago, Estados Unidos (62, 63). A
partir de entonces, han sido publicadas distintas variaciones a la técnica original,
mejorando las técnicas de anastomosis vascular y ureteral, con el objetivo de reducir las
complicaciones postquirargicas y el tiempo de isquemia caliente, todo ello con la intencion
de favorecer la reproducibilidad de la técnica (64-67).

Basado en lo anterior, nosotros nos planteamos como primer objetivo estandarizar
el trasplante renal en ratas, como una técnica de laboratorio que permita el desarrollo de
investigacion biomédica en México (68). Para lo anterior, nosotros realizamos una revision
en la literatura de todas las técnicas quirdrgicas hasta ahora conocidas y posteriormente
recibimos capacitacion en técnicas de microcirugia hasta alcanzar las habilidades
quirdrgicas necesarias para la reproducibilidad de la técnica.

Nuestros resultados muestran las curvas de aprendizaje de los primeros 100
consecutivos trasplantes renales en rata realizados en nuestro laboratorio. Las curvas de
aprendizaje en el modelo del trasplante renal experimental han sido evaluadas y publicadas
previamente poHOIzen y colg69). De acuerdo con sus resultados, el éxito en las cirugias

no solo depende de la correcta secuencia de pasos para llevar a cabo el trasplante, sino



también en la rapidez con la que se lleve a cabo la técnica. Para alcanzar la
estandarizacion, ellos recomiendan realizar un rango de 50 a 100 cirugias por alumno,
mientras que, para garantizar la sobrevida del animal, estas deberan realizarse con un
tiempo de isquemia caliente menor a 30 minutos y en un tiempo quirdrgico total menor de
90 minutos (69). Sin embargo, un punto importante en elHjleen y colscentran su
discusion, son en los requisitos fundamentales para alcanzar con éxito la estandarizacion de
la técnica. Ellos consideran como factores a resaltar: 1) suficientes recursos financieros, 2)
adecuada infraestructura del laboratorio, 3) personal experimentado en la técnica y 4)
alumnos cuya personalidad se caracterice por una motivacion y compromiso de trabajo
superior al promedio. Estas observaciones, también han sido descritas por otros grupos de
trabajo en el area (70, 7I)Miké y cols describieron la experiencia de 15 afios en la
ensefianza de técnicas de microcirugia a alumnos de distintas areas de interés: cirujanos,
investigadores y alumnos de posgrado (70). Ellos sugieren una serie de principios
necesarios para la estandarizacion de la técniatiV)jdad considerada como la practica

diaria en sesiones de hasta 4 horas, previa revision de videos y de la literatura; 2)
sincronig definida por la retroalimentacion alumno maestroprécticas video asistidas

en la cual, el alumno realiza grabaciones de sus cirugias y posteriormente bajo la
supervision de un maestro son revisadas, evaluando de esta manera, los movimientos de su
practica quirargica y permitiendo asi corregir redundancias en el manejo del instrumental
quirurgico; 4)individualizacion fundamentada en la premisa que el dominio de la técnica
solo dependera de la practica diaria del alumno;an8)isis en el cual se lleva a cabo un
registro semanal de la variables relacionadas con la cirugia, o que permitira la correccion

en las fallas, desarrollando asi una vision autocritica de la misma.



En la misma linea, el grupo del Dr. Gassel en Alemania, publicé la experiencia de
10 afios en la capacitacion de técnicas de microcirugia tanto a personal médico como
investigadores biomédicos (71). Ellos consideran, que el éxito de la cirugia depende en
gran medida de la organizacion y equipamiento de la unidad de investigacion. El contar con
un adecuado equipo quirurgico, area de trabajo con mesas individuales y microscopios
bifocales conectados a una pantalla de television y videograbacion, asi como la asesoria
adecuada por personal con experiencia en el area, permitira en un momento dado
estandarizar la técnica. Por otro lado, uno de los grupos pioneros en la ensefianza de la
técnica, ha sido el grupo del Dr. Ullrich Spiegel, en Alemania (69). Ellos describen el
trasplante renal experimental como un modelo complicado y dificil de aprender por parte
de los alumnos, en el que en muchos casos se requiere de una ensefianza a largo plazo,
basado en un plan de estudios, con objetivos de aprendizaje claros y adaptados a las
necesidades individuales de cada proyecto y persona (69). Este grupo considera que la
formacion de recursos humanos debe ser dividida en dos partes, la tedrica y la cientifica, asi
como la experimental y la practica, siempre bajo la supervision y bajo una serie de pasos
técnicos encaminados a desarrollar las habilidades quirdrgicas necesarias (69).

De acuerdo con nuestros resultados en la estandarizacion de la técnica, estos
podemos dividirlos en dos periodos: fi)e-capacitacion de noviembre del 2006 a
diciembre del 2008 y 3)ost-capacitacionde enero a junio del 2009.

Como se demostro, los trasplantes realizados durante el primer periodo muestran
pocos resultados exitosos, debidos quizas, a un aprendizaje practicamente empirico y
solamente apoyado en publicaciones relacionadas con la técnica quirargica; y aunque hubo
algunos cursos de capacitacion en el manejo de cirugia experimental, estos fueron dirigidos

por cirujanos sin experiencia en el modelo. Sin embargo, la parte a rescatar de todo ese



tiempo fue el desarrollo de habilidades en el manejo microscopio bifocal, del instrumental
de microcirugia y de las suturas 9-0 y 10-0, asi como, la manipulacién de las ratas. Por otro
lado, en el periodo post-capacitacion, se demostré un incremento significativo en la
sobrevida de las ratas y en la reduccion de las complicaciones asociadas con el
procedimiento. Es indudable que haber recibido una adecuada capacitacion en un centro
con experiencia en el modelo experimental permitid la estandarizacion de la técnica, sin
embargo, una parte a destacar fue la importancia de adquirir las habilidades quirargicas
necesarias para llevar a cabo las cirugias en el menor tiempo posible, habilidad que solo se
fue adquiriendo al realizar practicamente un trasplante renal al dia.

Como se puede observar en la curva de aprendizaje de las variables asociadas con
el trasplante renal (Figura VI.5), fue a partir que se logré la reduccion en el tiempo de
isquemia caliente (periodo definido como el tiempo que transcurre en la construccion de las
anastomosis vasculares), que la sobrevida se increment6 de forma significativa. Este
hallazgo es unos de los puntos que mayor énfasis hacen los centros de investigacién en
trasplantes (60, 69, 70). Como fue sefialado, actualmente se recomienda reducir el tiempo
de isquemia caliente a menos de 30 minutos. Esta observacion se basa, en una publicacion
realizada por el grupo d&eight y colsquienes evaluaron el impacto de distintos periodos
de isquemia caliente/ reperfusién en la tasa de filtrado glomerular (TFG) y en la sobrevida
de las ratas sometidas al procedimiento (72). Como era de esperarse, sus resultados
mostraron una sobrevida del animal, inversamente proporcional al tiempo de isquemia
caliente y directamente relacionado con la caida en la TFG evaluada al setjud&8jry
séptimo dia (= 0.95) de la isquemia caliente/ reperfusién. Estos hallazgos funcionales
mostraron una fuerte asociacion con cambios morfolégicos sugerentes de necrosis tubular

aguda. Sin embargo, el analisis del periodo de isquemia caliente/ reperfusion en la



sobrevida y en TFG de ratas sometidas a trasplante renal, ain no ha sido completamente
evaluado. Una publicacion realizada en los afios setentaNgol&n y cols mostro el
impacto del tiempo de isquemia fria en la sobrevida y en la TFG de ratas sometidas a
trasplante renal. Los resultados mostraron un incremento significativo en la mortalidad
cuando el tiempo de isquemia fria supero las dos horas y practicamente no hubo sobrevida
cuando la isquemia fria fue mayor a 12 horas. El analisis de estos datos demostré que los
cambios en la TFG fueron directamente asociados con cambios funcionales de presion
hidrostatica intratubular y con cambios histologicos sugerentes de hipoperfusion e isquemia
a nivel tubular (73). Similar a lo anterior, nosotros evaluamos el impacto de la isquemia
fria/ reperfusién en la sobrevida de las ratas sometidas a trasplante renal con resultados
hasta cierto punto esperados, una mortalidad mayor cuanto mayor fue el tiempo de
isquemia fria/ reperfusion.

Durante el periodo de capacitacion, una de las diferencias encontradas al comparar
las técnicas de trasplante renal del Hospital de BellvitggeusINNSZ, fue el tipo de
anestésico utilizado durante la cirugia. Al respecto podemos sefialar, que no existe alguna
recomendacion para utilizar un anestésico especifico durante el trasplante renal. Una
publicacion reciente, evalla el impacto de la administracion intraperitoneal de cuatro tipos
de anestésico en el dafio renal por isquemia reperfusion (74). Los autores mostraron una
reduccion en el dafio renal utilizando propofol o tiopental, hallazgo posiblemente
relacionado con propiedades antioxidantes de ambos medicamentos. Durante el periodo de
pre-capacitacion, nuestros resultados mostraron una frecuencia de muerte por sobredosis de
pentobarbital del 13%. Por tal motivo, luego de la capacitacion, de forma similar al grupo
espafol, comenzamos a administrar fentanil de forma intraperitoneal. El fentanil es un

agonista sintético de los receptores opiaceos, caracterizado por su alto poder analgésico y



de sedacion (75). La ventaja principal del fentanil, es la rapida recupesddidtiegrumde

sus efectos luego de la administracion de naloxona, antagonista de los receptores opiaceos.
Sin embargo, en ausencia de naloxona la administracion de fentanil se asocia con un
incremento significativo de las muertes por paro respiratorio (75). Lamentablemente,
actualmente la venta de naloxona en México se encuentra limitada y en consecuencia el uso
de fentanil fue dificil y practicamente abandonado luego de algunas cirugias.

Basado en la experiencia de nuestro laboratorio, decidimos seguir utilizando
pentobarbital intraperitoneal como anestésico, reduciendo significativamente las muertes
por sobredosis al reducir los tiempos de anastomosis vascular (isquemia caliente). Ademas
un hallazgo interesante que logramos identificar fue un fendmeno hasta ahora no descrito y
al que denominamo%edacion post-clamps” Este fenOmeno se caracterizaba, por un
incremento en los efectos anestésicos del pentobarbital, luego del retiro de los clamps
vasculares. Nuestra hipotesis es, que este fendmeno posiblemente tenga relacion con la
administracion intraperitonegler se donde la colocacion de los clamps vasculares limita
la farmacocinética de las dosis de mantenimiento administradas a lo largo de la cirugia, sin
embargo, inmediatamente después que los clamps son retirados, se recupera la distribucion
normal del medicamento y con ello*t®dacion post-clamps”

Completada la fase de la estandarizacion de la técnica, continuamos con nuestro
principal objetivo de la tesis: evaluar el efecto del bloqgueo a receptores a
mineralocorticoides en la evolucidon del trasplante renal. Nuestros resultados mostraron un
efecto no significativo de la administracién de espironolactona en los niveles de creatinina
sérica y en la depuracion de creatinina al quinto dia postrasplante.

El trasplante renal experimental es el mejor modelo para el estudio del dafio renal

por isquemia fria/ reperfusion. En este modelo, a diferencia del modelo de isquemia



caliente/ reperfusion, el dafio renal tiende a ser mayor, debido a multiples factores que en
un momento dado pueden influir en la funcion renal. Entre los factores a estudiar se
encuentran: 1) tiempo de isquemia caliente (tiempo de anastomosis vascular), 2)
manipulacién quirdrgica del injerto, 3) uso de soluciones de preservacion, 4) tiempo de
isquemia fria y 5) rechazo inmunitario (76).

Con relacion al tiempo de isquemia caliente, como fue sefialado previamente es
importante mantener un tiempo de isquemia caliente menor a 30 minutos (69, 71). Esta
reduccion dependeré directamente de la habilidad del cirujano para realizar las anastomosis
vasculares una vez que el injerto es colocado en el cuerpo del animal (70). En el mismo
sentido corresponde la manipulacion quirdrgica del injerto, ya que a mayor habilidad del
cirujano menor es la posibilidad de dafar el rifién (60,71).

El uso de soluciones de preservacion en las cirugias de trasplante ha evolucionado
segun se han ido conociendo los mecanismos patogénicos de las lesiones por isquemia y los
métodos para contrarrestarlas. En un principio, se usstlaigiones cristaloidessin
embargo se comprob6 que favorecian el edema celular al aportar gran cantidad de sodio a
la célula hipoxica. Por eso se empezaron a util&zduciones hiperosmolarepara intentar
contrarrestar este edema, surgiendo asi la soluciérbadis (usaba manitol como
componente osmatico), déollins (glucosa y fosfatos), d€ame (con PPF o fraccion
proteica del plasma, principalmente albumina)l.a@mbotte(sucrosa), etc. La modificacion
de estas solucion con soluciones parcialmente similares a las del liquido intracelular
permitid el surgimiento de lasoluciones intracelularegCollins CI, C2, C3, C4 y
EuroColling, a las que luego se les introdujeron nuevos aditivos perfeccionandolas hasta
llegar a producir soluciones mas complejas entre las que se encuentra la solucion de la

Universidad de Wisconsin y la solucion@estodiol® (77).



Para nuestro estudio utilizamos la soluciérCastudiol ®,la cual es una solucion
de preservacion disefiada en los afios sesentas por el profesor Bretschneider en Alemania
(77). Utiliza como sustancia osmoética el manitol y la histidina (también con efecto tampon)

e incorpora sustancias estabilizadoras de la membrana celular como el triptéfano y el
ketoglutarato (éste ultimo también Util como componente energético). Su efecto en el

injerto renal ha sido ampliamente analizado, mostrando un adecuado efecto renoprotector
contra el dafio renal por isquemia fria/ reperfusion (78, 79).

El dltimo de los factores descrito, que puede llegar a impactar en la funcion renal
de los animales sometidos a trasplante renal, corresponde al rechazo inmunitario (29).
Basado en lo anterior, actualmente existen distintas cepas de animales derivadas con el fin
de reducir al madximo el dafio inmunitario por rechazo del injerto. Entre las cepas
recomendadas para investigacion en trasplante renal son las especies déshatas
(derivadas de los Instituto Nacionales de Salud en Estados Unidos, Bethesda, Maryland)
ratasLewis (derivadas de los Instituto Nacionales de Salud en Estados Unidos, Bethesda,
Maryland) y rataPark Agouti(derivadas del Centro de Investigacion en Agricultura de la
Universidad de Cambridge, Reino Unido), todas estas son ratas cuyas caracteristicas
inmunitarias permiten llevar acabo trasplantes singénicos controlando de esta manera el
dafio inmunitario ocasionado por el injerto (80).

De forma particular con el dafio renal isquemia fria/ reperfusion, son multiples
estudios que han evaluado el impacto de distintas maniobras terapéuticas con el objetivo de
reducir este dafo (81-84ickkholgh y colsgvaluaron el impacto de la administracion de
melatonina 2 horas antes de la nefrectomia e isquemia fria de 24 horas. La evaluacion
postraplante mostré una sobrevida mayor de las ratas tratadas con mele¢osusa

control (60+6.8 hryversus24.8+1.4 hrs, P<0.01), asi como una reduccion en las cifras de



creatinina sérica a las 24 horas de la reperfusion, en el grupo de ratas con mefatsmna
control (1.8+0.3 mg/diversus3.3+0.3 mg/ dl, P<0.05). Estos hallazgos se asociaron con
una reduccién en la expresion del NF-kB y del estrés oxidativo @iia-Criado y
colaboradoresevaluaron el efecto de un nuevo donador de Oxido nitrico (LA-803), en el
dafio renal por isquemia fria de 10 minutos y reperfusion de 6 horas. La administracion de
LA-803 se asocio con una reduccion significativa en los niveles plasmaticos delFNF

vy e IL-1B, y un incremento en los niveles seéricos de IL-6 e IL-10. Estos resultados se
asociaron con una reduccion en el estrés oxidante tisular, sin embargo los autores no
muestran datos relacionados con la funcion renal (82). En otro esGubm, y cols,
evaluaron el impacto de la administracion de tres dosis distintas de taurina previas a la
nefrectomia. Los resultaron mostraron a las seis horas postrasplante cifras mas bajas de
nitrdgeno de urea y creatinina sérica, en las ratas cuyos injertos habian sido expuestos a
dosis mas altas de taurina (300nM); hallazgos que se asociaron con un menor dafio
histol6gico a nivel tubular y con una menor expresién de procaspasa-3 (taurina 44% vs
control 18%, P<0.01), asi mismo se documentdé una mayor expresion de la enzima
superoxido dismutasa y de la proteina HSP 72 (taurinav8s%ntrol 77%, P< 0.05) (83).

Fuller y colsanalizaron la administracion intraperitoneal de glutamina en ratas donadoras
previo a la nefrectomia con posterior isquemia fria de 40 horas y reperfusion de 24 horas.
Los resultados mostraron que la administracion previa de glutamina incremento
significativamente la expresion de HSP 70, sin impacto en la cifras de creatinina sérica
(glutamina 2.7+0.5 mg/discontrol 2.6+0.2 mg/dl). Por otro lado, también se demostré una
reduccion significativa en las células apoptoticas de la corteza, medula y papila renal
(P<0.001vs control) (84). Cabe sefalar, que la mayoria de los estudios hasta ahora

publicados, han sido dirigidos a reducir el dafio secundario a la inflamacién e infiltracion de



leucocitos en los injertos, mas que evitar las alteraciones en la regulacién vascular
posiblemente asociada en las cirugias de trasplante renal. Lamentablemente nuestros
resultados no parecen mostrar un efecto benéfico de la espironolactona, ni en funcion renal,
ni en la sobrevida de los animales trasplantados. Pensamos que nuestros resultados podrian
estar relacionados con tres observaciones realizapasteriori 1) tiempo de isquemia fria
prolongado, 2) disefio experimental y 3) trasplante alogénico.

Aunque han sido pocos los estudios que han evaluado el impacto del tiempo de
isquemia fria/ reperfusién en la sobrevida de ratas trasplantadas, las evidencias muestran
gue todo dafo el isquémico superior a 2 horas muestra un significativo dafio histolégico
inicial, pero con adecuada sobrevida a largo plazo. Sin embargo, cuando el tiempo de
isquemia fria es superior a las 12 horas se considera un dafio isquémico severo con dafo
histoldgico irreversible (infarto renal) y baja sobrevida a largo plazo (73). Basado en lo
anterior, evaluamos el impacto de la isquemia fria/ reperfusion de tres diferentes tiempos de
isquemia fria (60, 120 y 240 minutos) en tres grupos de ratas sometidas a trasplante renal.
Como era de esperarse, las ratas sometidas a un menor tiempo de isquemia fria mostraron
mejores cifras de creatinina sérica y una sobrevida superior al resto de los grupos. Con base
en estos resultados, planteamos disefiar un nuevo experimento para evaluar el efecto de la
espironolactona en grupos de ratas sometidas a tiempos de isquemia fria > 60 y < 120
minutos.

Otra posible situacion que quizés influyé en nuestros resultados, fue el disefio
experimental per se Todas las evidencias muestran un efecto protector de la
espironolactona en el dafio renal agudo mediado quizas por sus acciones vasculares
previamente descritas (26-28). De acuerdo a nuestro disefio, nosotros realizamos una

evaluacién de la funcion renal al quinto dia de la cirugia, cuando quizas el impacto agudo



ha desaparecido o bien nunca existié. Por lo anterior, creemos necesario considerar un
nuevo disefio experimental en el cual la evaluacion de la funcion renal se mida con 24 horas
de reperfusién, de esta manera quizas podriamos identificar el efecto agudo del bloqueo de
receptores de mineralocorticoides en el dafio renal por isquemia fria reperfusion.

Finalmente, una tercera posible explicacion a nuestros resultados, tenga relacién con
el hecho de que los trasplantes renales que realizamos fueron alogénicos. Los trasplantes
renales alogénicos son modelos habitualmente utilizados para el estudio de rechazo agudo o
cronico y se realizan utilizando ratas de cepas diferentes con o sin esquemas de
inmunosupresion administrados (85, 86). Debido a que nuestro estabulario Unicamente
cuenta con ratas Wistar, nosotros utilizamos un modelo de trasplante renal alogénico
utilizando cepas de rata Wistar a Wistar. Aunque todos los rifiones fueron evaluados desde
el punto de vista histolégico y no se reportaron datos aparentes de rechazo agudo (datos no
demostrados en los resultados), cabe sefialar que las evaluaciones, solo se hicieron con
tinciones de HE y PAS, técnicas insuficientes para descartar fehacientemente la presencia o
la ausencia de rechazos inmunitarios (por ejemplo, rechazo humoral). Basado en lo
anterior, consideramos adecuado realizar trasplantes singénicos para evaluar el efecto de la
espironolactona en el dafio renal por isquemia fria/ reperfusion, reduciendo de esta manera

el posible dafio inmunitarios que con nuestro modelo actual no podemos controlar.



VIIL.- CONCLUSIONES

Se logro la estandarizacion del trasplante renal experimental utilizando una técnica
de anastomosis vascular latero-terminal. No se demostré una reduccion significativa en el
dafio renal por isquemia fria de 120 minutos en ratas sometidas a trasplante renal alogénico,
resultado independiente de la técnica quirdrgica utilizada. La sobrevida de las ratas
trasplantadas fue directamente relacionada con el tiempo de isquemia fria e independiente
del uso de espironolactona. Es posible que nuestros resultados puedan ser modificados con
un disefio experimental que evalle la funcion renal en las primeras 24 horas de reperfusion

o bien utilizando un modelo singénico de trasplante renal.
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ANEXO 1 DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES

Escala de
Variables Definicion Categoria
medicidn
Daio isquemia Dafio endotelial inducido inicialmente por un tiempo de isquemia Dicotdmica:
Nominal
reperfusién seguido por un tiempo de reperfusidén sanguinea. Si/ No
Retardo en el
Disminucidn del volumen urinario o el retardo en el descenso en Dicotdomica:
funcionamiento del Nominal
los niveles de creatinina sérica luego de 24 horas del trasplante. Si/ No
injerto
Depuracion de Creatinina en orina de 24 hrs (en mg) /1440/creatinina sérica. Dimensional ml/min
creatinina
Volumen urinario Mililitros de orina en 24 hrs. Dimensional ml/min
Creatinina sérica Producto de degradacidn de la creatina, presente en el plasma Dimensional mg/ dl
Proceso obstructivo de la luz vascular por formacion intravascular
Dicotdmica:
Trombosis vascular | in vivo de una masa compuesta por varios elementos sanguineos Nominal
Si/ No
y que se produce como complicacién del trasplante renal
Dehiscencia de las | Separacién de suturas y de herida quirdrgica, luego del trasplante Dicotdmica:
Nominal
anastomosis renal Si/ No
Técnica quirdrgica por medio de la cual un injerto renal es
Dicotomico:
Trasplante renal colocado por medio de anastomosis vasculares y ureterovesical Nominal
Si/No
en el organismo
Tiempo quirdrgico Tiempo transcurrido desde la incisién de la pared abdominal
Continua Minutos
nefrectomia hasta la extraccion quirdrgica del rifidn izquierdo
Tiempo transcurrido desde la incisién de la pared abdominal,
Tiempo quirurgico preparacion del drea quirurgica, construccion de anastomosis
Continua Minutos
trasplante vasculares y vesical, nefrectomia bilateral, hasta el cierre de la
cavidad abdominal
Tiempo quirdrgico Tiempo transcurrido en la diseccidn y preparacion del area
Continua Minutos
area quirurgica donde se realizara el trasplante renal
Tiempo quirurgico | Tiempo transcurrido entre en la anastomosis termino-terminal o Continua Minutos




anastomosis arterial

latero-terminal vascular arterial

Tiempo quirdrgico

Tiempo transcurrido entre en la anastomosis termino-terminal o

Continua Minutos
anastomosis venosa latero-terminal vascular venosa
Tiempo quirargico | Tiempo transcurrido entre en la anastomosis del parche de vejiga
Continua Minutos
anastomosis vesical de la rata donadora con la vejiga nativa de la rata receptora
Tiempo transcurrido entre el inicio de la colocacién de los clamps
Tiempo clamps Continua Minutos
vasculares hasta el retiro de los mismos
Sobredosis de Muerte asociada minutos después de la administracion de Dicotdmica:
Nominal
anestesia farmacos sedantes o anestésicos Si /No
Registro continuamente por debajo de los 36.5° centigrados de la Dicotdmica:
Hipotermia Nominal
temperatura corporal de la cola de la rata Si/No




ANEXO 2 HOJA DE CAPTURA DE VARIABLES

|.- Identificacién

No de Trasplante Grupo Fecha
Il.- Rata Donadora
Peso Anestesia Tiempo quirdrgico
Custodial Heparina Tiempo isquemia fria
Observaciones
Il.- Rata Receptora
Peso Tiempo Tiempo area
Quirdrgico
Clamps Anast. arterial Anast. venosa
Anast. vesical Antibiotico Anestesia
Observaciones
.- Evolucion postrasplante
Dias Peso Sangrado Observaciones
1
2
3
4
5
Tiempo Volumen Peso Depuracion
recoleccion urinario rinén creatinina
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