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TITULC : Efects de la PENTOXIFILINA en 1a isguemia renal experiviental en ratas.

OBJETIVO : Determinar la utilidad de 1a pentoxifilina en la prevencién de! dafio tisular renal

por isquemia en ratas valorando Jas alteraciones histolégicas.

MATERIAL Y METODOS .

DISENO . El estudio fue experimental, prospectivo, longitudinal, comparativo y cegado.
ITIC © Biolerio dei Centro Médiuo Nacioial Sigio XXi y departamento de Anatomia

Paioi6gica dei Hosnital de Pediairia dei CMN SXXI.

MATERIALES : Fueron utiizadas 30 ratas macho, cepa Sprague-Dawley, con peso

promedio de 300 grs. mantenidas en condiciones habituaies de bioterio con acceso a libre

demanda de agua y alimento.

Los animales fueron distribuldos en dos grupos al azar, al de experimentacién se ie

administré PENTOXIFILINA a 40 mg/kg por 3 dias por via infraperitoneal en una sola

inyecci6n. Al grupo control no le fue administrada droga alguna.

PROCEDIMIENTOS : Bajo anestesia general se realizd6 un abordaje transperitoneal en

todas las ratas, identificandose el hilio renal izquierdo, donde se ocluyo por espacio de 15

mimutos la arteria. Al término de 24 hrs. de recuperacion in vivo, se procedié al sacrificio de

las ratas con una sobredosis de pentobarbital sédico y los riffones de experimentacion

recuperados, fijados en una solucién de formol buffer al 10%, incluldos en parafina y

procesados y tefiidos con hematoxilina y eosina para ser estudiados al microscopio de luz

para determinar la intensidad de ia reaccioén inflamatoria asl como de la extension de la

lesién tubutar (Necrosis Tubular Aguda )

RESULTADOS : Se evalué la intensidad de la resplesta inflamatoria en una escala de 1-3

cruces y se encontré para el grupc de PENTOXIFILINA una moda de (+) con 9 casos

representando el 60% dei total y para el grupo control una moda de (++) en 10 casos (66%)

con uha

p < 0.01. Para la extensién, se encontr6 para el grupo de PENTOXIFILINA una moda de

10% o menos de lesién en 10 casos representando el 66% y en el grupo control la moda fue

de 30% en 8 casos (53%) obteniéndose una p < 0.01 al analisis con la t de student.

CONCLUSIONES :

a ) Se demostr6 en el estudio 1a utiidad de la PENTOXIFILINA ai disminuir el dafio tisular

condicionado por la isquemia ( Necrosis Tubular Aguda )

b ) Se requieren de estudios controlados realizados en humanos para determinar su utilidd

en el manejo de drganos destinados al trasplante.
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T iLi. Effecis of PENTOAIF YLLINE in exneiniental avule fenai isChemia in Tals.
OBJECTIVE : To determinate the utility of PENTOXIFYLLINE in the ischemic insult to
protect the renat tissue of the Acute Tubuiar Necrosis.

METHODS :

DESIGN : Experimental, prospective, longitudinal, comparative and blind study.
SETTING : Nationa! Medical Center XXIth G, bioterium and Deparimente of Patology of
Chitdrens Hospital,

MATERIALS : The sample size consisted of 30 maie rafs stump Sprague-Dawley, wilh mean
weigth of 300 grs. All them with free access to food and water. They were randomized in two
groups, the experimental group (n=15) recibed PENTOXIFYLLINE to 40 mg/kg for 3 days
in a single intraperitoneal injection. For the control group (n=15) there was not administred
any drug.

EXPERIMENTAL PROTOCOL : Under general anaesthesia, an transperitoneal access was
performed, in alithe animals, and the left renal hilium was identified, and the renal artery
occluded for 15 minutes. 24 hrs. later the rats were sacrified with a pentobarbitat overdosis,
and the kidneys were obteneid and fixed in a 10% formol solution. The samples were stain
with hematoxilyn and eosin and observed under ligth microscope to determine the intensity
of the inflamatory reaction and the acute tubular necrosis extension.

RESULTS . For the intensity of the inflamatory respornise, one to three (+) was use. For the
study group, nine cases with (+) (60%) was observed, in the control group 10 cases of (++)
inflamatory response was observed, with a statitical p< 0.01. For the extension of ATN (0-
100% scale) in the study group in 10 cases the extension of ATN was 10% or less (66%) vs
8 cases in the controt group with 30% of affection (53%) with p< 0.01.

CONCLUTIONS :

a ) The utility of PENTOXIFILLYNE was demostrated in this experiment ameliorating the
tisular hypoxic injury.

a) Controled studies is required in human to stablish its utility in the managemeiit of organs
desfinated for trasplant.
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La PENTOXIFILINA es un compuesto derivado de las metilxantinas con propicdades
hemorreolégicas, v que fue uiilizado inicalmente en las enfermedades oclusivas arteriales
cronicas, al observarse que mejoraba el fiujo sanguineo a fravés de los capifares debido
al efecto principat de permitir una mayor deformabilidad del efitrocito, por un fenémeno
de meimbraiia asi como un sumento dei ATE inbagichular, disminuyendo también la
agregacion de estos.

L.a absorcion por via oral alcanza nivel pico a las 2-3 h con niveles de 100 ng/mL. Es
converfida rapidamente a sus metabolitos activos {4,ILINIV,V, Vi, Vil ) siendo et mas activo
de efios el I, semejante a su esfructura a ia droga, y el efecto def compuesto se perpetua
por estos metabolitos hasta que son excretados por el rifién*?

Recientes investigaciones experimentales han puesto en evidencia algunas otras
propiedades del compuesto, tales como el permitir una mejor oxigenacion de los tejidos
en estados de chogue hemorragico®s, también el intercambio gaseoso a nivel pulmonar’,
asi como el gasto cardiaco por regulacion de los niveles def Factor de Necrosis Tumoral
e Interleucina-6°, tiene propiedades vasodilatadoras a expensas de la disminucién de los
tromboxanos o de su respuesta a ellos*" disminuye el edema en tejidos expuestos a
accion enzimatica' disminuye la toxicidad renal de la ciclosporina' ™' disminuye ia
agregacién plaquetaria y por ello los riesgos de trombosis de las anastomosis
vasculares'' reduce la liberacién de citoquinas durante ia administracién de anficuerpos
monoclonales'” mejora el potencial de membrana en la sepsis'®. En el neonato ha sido
utilizado en los estados de sepsis observindose que mejora la capacidad de
deformabilidad de los ernitrocitos' y en los trasplantes de méduia 6sea disminuye los
efectos toxicos colaterales®,

En base a tales efectos, su uso en el &rea de frasplantes renales pudiese ser de beneficio
en la bisqueda de atternativas de preservacién del injerto, ya que este se enicuentra
sujeto a eventos lesionantes, tales como la isquemia, a que conlleva a la aparicién de
Necrosis Tubutar Aguda y que puede ser el evento desencadenante de falla del 6rgano
trasplantado®®.
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Existen &igunos repoiies de su utilidad a nivel renal en modeios experimentaies en raia,

gl

en ios que ia administracion de FPENTOXIFILINA disminuye ios efecios nocivas de ia
isquemia valorade por la medicién de aspectos fisiolégicos y la recuperacion e la funcion

después de ser administradas drogas nefrotéxicas®™*.

il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA |

La frecuencia de presentacién de Ja NTA es aita, siendo del 30% en los trasplantes
realizados en lo que va del afio, segin los registros del drea, por lo que, y en base a los
efectos farmacoldgicos de la PENTOXIFILINA referidos previamente, se pretende
demostrar la utilidad de la misma en un modelo experimental de isquemia renal en rafas
bajo la siguiente cuestién:

¢ Es ufil la PENTOXIFILINA para disminuir las alteraciones histol6gicas consecuencia de
la isquemia, en rifiones de rata a los que se les ocluye el aporte sanguineo?.




Exisien aigunos repornies de su utilidad a nivel renai en modeios expenmentales en rata,
en ios que ia administracion de PENTOXIFILINA disrminuye 10s efectos nocivos de ia
isquemia valorado por la medicién de aspectos fisiclégicos y la recuperacion e la funcion

después de ser administradas drogas nefrotéxicas®?,

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA |

La frecuencia de presentacion de la NTA es alta, siendo del 30% en los trasplantes
reafizados en o que va del afto, segun los registros del 4rea, por lo que, y en base a los
efectos farmacoldgicos de la PENTOXIFILINA referidos previamente, se pretende
demostrar la utilidad de la misma en un modelo experimental de isquemia renal en ratas
bajo 1a siguiente cuestion:

&, Es il la PENTOXIFILINA para disminuir las alteraciones histoiogicas consecuencia de

la isquemia, en rifiones de rata a los que se les ocluye el aporte sanguinea?.




OBJETIVO GENERAL
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¢ Determing Ja usidad de la PENTCXIFILINA en la prevencidn del dafio fisular renal por

isquemia en un modelo experimental en ratas.

OBJETIVOS INTERMEDIOS :

a ) Cuantificar fa extensién de la Necrosis Tubular aguda en rifiones sometidos a
isquemia, con o sin fratamiento previo con PENTOXIFILINA.

b) Determinar fa utiidad de la PENTOXIFILINA en un fnodelo experimental de isquemia
renal, al disminufr el daffo tubular.




Se podria especular que la administracion de PENTOXIFILINA a donadores renaics
especialmente a los cadavéricos, asi como a los receptores, mejoraria las perspectivas de
funcionamiento del injerto, en base a los efectos de la droga, por lo gue se propone un
modelo experimental para evaluar su utilidad.

V. HIPOTESIS

La pentoxifiina administrada en animales de experimentacién, previa a un episodio de
isquemia renal disminuye 13 presemntacion de ia necrosis tubular aguda al , compararies con
animales que no recibieron dicha droga.
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Se podria especular que la adminisiracibn de PENTOXIFILINA a donadores renales
especiaimente a los cadavéricos, asi como a los receptores, mejoraria las perspectivas de
funcionamiento del injerto, en base a ios efectos de fa droga, por lo que se propone un
modelo experimental para evaluar su utilidad.

V. HIPOTESIS

La pentoxifilina administrada en animales de experimentacién, previa a un episodio de
isquemia renal disminuye la presentacion de la necrosis tubuiar aguda al , compararles con
animales que no recibieron dicha droga.



V., MATERIAL Y RETODGS

1. Serealizé el eswdic en el areg del bioterio dei Cenfre MEdice Macional Siglo AX!, donde

sa agcogiernn al gzar los animales de experimentacion, dividiendolos en dos grupos de 15

Se utilizaron ratas macho. Cepa Sprague-Dawley, peso promedio 300 grs. las cudles se
martuvieron en condiciones habituaies del bioterio con acceso a libre demanda de liquidos

y alimento, y que se asignaron a dos grupos at azar, para la administracion del compuesto
y el grupo control,

A los animales del grupo experimental se les administré la pentoxifilina a razén de 40
mg/kg/dia durante un periode de 3 dias. Se realizé entonces el procedimiento quirtrgico
para provocar isquemia en los rifiones como se describe posteriormente. Después de un
periodo de 24 hrs. de recuperacién se sacrificarcn los animales, para recuperar los 6rganos

de experimentacién y fueron enviados al departamento de Anatomia Patolégica para su
procesamiento, corte, tinciones y estudio al microscopio de luz.

Los animales del gnupo control fueron sometidos a isquemia en la misma forma que los del

experimental sacrificindolos 24 horas despues, enviandose a estudio histopatolégico los
rifones.

El patélogo que estudio los riflones, no conocia a que grupo perteneclan cada uno de los
animales
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DIiSEN Z:i TirO DE ESTUDIO
**  Experimental.

" Prospectivo.

***  Longitudinal.

= Comparativo.
=+ Cegado. El patélogo no conoce fa asignacién de los grupos para la administracion

del medicamento.

2.3 TAMANO DE LA MUESTRA

Se calculé un error tipo | de 0.01 el tipo beta de 0.2 con una diferencia entre los grupos de
mas de 50%. Con lo que se requieren de 12 animales para cada grupo, para cubrir las
posibles pérdidas se usaron 15 elementos para cada uno, experimental y control.

2.4. DEFINICION DE VARIABLES

A VARIABLES INDEPENDIENTES

ISQUEMIA : Suspension del aporte arterial mediante el pinzamiento de la arteria renal

izquierda por espacio de 15 minutos.



TRATAMIENTO. Administracion de PENTORIFILINA ai ginipo de expenimentacidit a dosis
de 40 mg/Kg/idia por 3 dias previos @ someter a isquemia ai rifdn.

B .VARIABLES DEPENDIENTES :

NECROSIS TUBULAR ACUDA Es lz lesion de ias céiuias epifeiiaies fubulares, con

desprendimiento de estas y obstruccién tubular, y que seré cuantificada en su extensién de
acuerdo ai porceniaje de tbuios afeciados y a ia inmensidad de ia iesion medianie esfudio

microscopico, de acuerdo a las siguientes escalas:

AUSENTE: NO existe evidencia histolégica de dafio por isquemia.
DANO LEVE: Menos del 25% de tabulos afectados.

DANO MODERADO. Lesi6n del 25%-50% de los tGbulos.

DANO SEVERO. Mas del 50% de afeccién a tibulos.

INTENSIDAD LEVE +
MODERADA . ++
SEVERA . 4

2.5 DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO.

Después de ser asignado el lote de animales para el trabajo, se iniciaron actividades en las
instalaciones del Bioterio det Centro Médico Nacional. Se distribuyeron las ratas en dos
grupos al azar, a uno de ellos el de experimentacion, se le administr6 PENTOXIFILINA a
dosis de 40 mg/kg por 3 dias previos infraperitonealmente previo al acto quinirgico, al grupo

control solamente se le intervino para provocar isquemia renal. Al cumplirse la impregnacion

. del medicamento, se realizé previa asepsia y antisepsia de la regidon abdominal, con

anestesia a base de droperidoi a 2.5 mg/kg, ketamina a 50 mg/kg, abordaje mediante
incisién en ia linea media de ia cavidad peritoneal, se rechazaron asas intestinales e

10
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sacrificaron los animales mediante una schredaosis de pentobarbital. Sz recuperaron los
&rganos de experimentacion taito en el grupo de PENTOXIFILINA comio en el contwol. Los
rifiones fueron colocados en formol buffer al 10% e incluldos en parafina, posteriormente
se realizaron cortes a 4 micras de espescr para finalmente realizar tinciones de hematoxilina
y eosina para su examen a! microscopio de luz convencional para valorar la extensién de
la presencia de NECROSIS TUBULAR AGUDA. Los regisiros se haran en base a las
escalas previamente mencionadas vaciando los datos en las hojas disefadas para ello.

Vi. FACTIBILIDAD Y ASPECTOS ETICOS

El estudio es factible de realizarse toda vez que solamente participaran investigadores del
Centro Médico Nacional Siglo XXl en sus instalaciones, habiendo sido aceptado por el
Comité responsable y por el Titular del Bioterio.

Vil. RECURSOS HUMANOS FISICOS Y FINANCIEROS

Los investigadores responsables, se encargaran del frabajo con los animales de
experimentacién, su cuidado, a cirugfa, sacrificio y procesamiento de los 6rganos. El estudio
histopatol6gico como se menciond previamente estaré a cargo de dos de los investigadores.

11



RECURSOS FISICOS :
Bioterio del Centro Médico Naciona!l Siglo XX!.

Laboratorio de Anatomia Patolégica, Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo
XXI.

RECURSOS FINANCIEROS :

El medicamento se proporciond por los laboratorios Hoescht. El trabajo con los animales y
érganos se (levo a cabo con los recursos de la Unidad.

RESULTADOS.

Se estudiaron los rifiones de los 15 animates de cada uno de los grupos de estudio, como
se mencioné en el disefio, se llevo a cabo en forma cegada por parte det Patélogo.

Se encontré los siguientes datos:

No hubo diferencias significativa en cuanto al peso de los animales, promedio 300 grs.
Todos ellos mantenidos en las condiciones habituales del bioteric con alimentacién a libre
demanda, en el grupo de experimentacién se complementaron los 3 dias de impregnacion
de! medicamento, para ambos grupos el iempo de cirugia no tuvo variaéién, 30 minutos en
tota), hubo 3 casos de variacién anatdmica de Ia arteria renal completamente posterior que

sin embargo no atteraron el plan quirdrgico, asimismo no hubo pérdidas por defuncién de

los animales, tanto en o periodo pre, frans ¢ posoperatonio, sobreviviendo ¢l total de ellas
a 1as 24 hrs. previo a su saciificic. El pericdo de isquemia fue el calculado para ambos
grupos

Para la validacion del resultado de! estudio histopatolégico, se realizd una prueba de
concordancia intrachservador en la cudi se obtuve un nivel Kappa 40, que se considerd

adecuada. Los rosultadoes obtenides en cuante a intensidad y extension fueron los

12



RECURSOS FISICOS :
Bioterio del Centro Médico Macional Sigio XXI.

Laboratoric de Anatomia Patoldgica, Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Sigto
XXI.

RECURSOS FINANCIERQS :

El medicamento se proporciond por los faboratorios Hoescht. El frabajo con los animales y
érganos se llevo a cabo con los recursos de {a Unidad.

RESULTADOS.

Se estudiaron los riffones de los 15 animales de cada uno de los grupos de estudio, como
se menciond en el disefio, se llevo a cabo en forma cegada por parte del Patdlogo.

Se encontré los siguientes datos:

No hubo diferencias significativa en cuanto al peso de los animales, promedio 300 grs.
Todos ellos mantenidos en as condiciohes habituales del bioterio con alimentacién a libre
demanda, en el grupo de experimentacioén se complementaron los 3 dias de impregnacion
del medicamento, para ambos grupos el iempo de cirugia no tuvo variacién, 30 minutos en
total, hubo 3 casoes de varjacién anatdmica de la arteria renal completamente posterior que

sin embargo no atteraran ef plan quinirgico, asimismo no hubo pérdidas por defuncién de

los antimales, tanto en ¢ periodo pre, frans ¢ posoperatorio, sobreviviendo &l total de ellas
o P s, ammemm sl aw o PR 7 - Py -k oo Ty p -~ 7= e e ~n

a las 24 hws. previo a su saciincio. £ pericdo de isquemia fue el calculado para ambos
arnisos

S &

Para la vatidacion del resultado del estudio histopatolégico, se realizé una prueba de
concordancia infracbservader,en la cusi ee obfuve un nivel Kappa 490, que se consider

cs resultados obtenides en cuantc @ intensidad v extension fueron los
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INTENSIDAD : En base a la escala de intensidad referida previamente valorada de una a
3 cruces, se encontrd para el grupo de pentoxifilina una moda de (+} en 9 casos, que
representan ef 60% del total, comparado con el grupo control en que se encontrd
una moda de (++) en 10 casos, representando el 66.7% , analizados mediante la T de
student, encontrandose un valor de p= 0.0001. ( Tablayfigura1 )

EXTENSION : Para este parametro, valorado en porcentajes de lesion tubular se
encontré con una moda de10% para 4 casos representando el 26.7% del total, mientras
que para el grupo control, se encontré una moda de! 30% para 7 casos, representando el
45% del total, dentro del grupo control, hubo 5 determinaciones del 40% de iesion, para un
33% de! total, y analizados ios resultados mediante la T de "student” se enconir6 un valor de
p=0.0008. { tabla y figura 2 )
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€i presenie esiudio fue disefNado para evaiuar ei eieciv proieciur de ia FTI

[l wri L [
i

(PTN) sobre fa hipoxia fisular en un modelo experimental en rifién de rata.
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LO% resuilatos oblenidos conclerdain Coi 1o referido en la ireratura mundiai 36

compuesto. Se encontré al examen microscépice una diferencia significativa en cuanio
a la intensidad de la reaccion infiamatoria, asi coino 4 ja extension de ia Necrosis Tubuiar

Aguda enfre el grupo confrol v ei de experimeniacion, siendo riotoriamenie mas

prominentes en el primero que en ef grupo de administracion del compuesto.

Enta Unidad de Trasplantes del Hospifal de Pediatria del Centro Médico Nacional Sigio

XXI, el rango de presentacion de 12 NTA se ha calcutado en un 30%, siendo uno de los

factores, que concordando con o referido en reportes similares, condicionan pobre

prondstico para los rifiones traspiantados por su potencial efecto nocivo *.

Esto ha llevado la bisqueda de alternativas para garantizar ia viabilidad del injerto, y

entre ellos se han mencionado a drogas del fipo de los bioqueadores del calcio - asi como

soluciones para perfusion durante e! tiempo de isquemia, sin embargo a pesar de ello no

se ha logrado abatir la tasa de presentacion de la NTA.

En base al efecto que sobre la microcirculacidn posee la PTN 2 se han conducido

diferentes investigaciones que han demostrado nuevas cualidades de |a droga, como son
el mejorar la oxigenacién en estados de hipoxia **y recientemente se ha enfocado hacia
el 4rea de frasplantes, al encontrarsele ademas de su efecto protector sobre la isquemia,
utilidad al prevenir {a liberacion de citoquinas durante la administracién de anticuerpos
monacionales v, asi omo el reporte por Bennet sobre las efectos del compuesto sobre
la nefrotoxicidad de la ciclosporina, medicamento de primera linea para el control del
rechazo'*

Existen ofros efectos reportados de} compuesto, que le hacen ser atractivo en ef manejo
de los drganos frasplantados y ya han sido realizados diferentes estudios en modelos
experimertales en rifién de rata, uno de los mas acequibles para el estudio de ia fisiclogla
renal, en los que se induce isquemia por pinzamiento por 10 minutos de la arteria renal,
y midiendo Ia tasa de fitracién glomerular se llegé a la conclusion que al grupo al que se
le administré PTN present6 mayor tolerancia al evento isquémico que el grupo control
En otro estudio se provocéd Insuficiencia renal, administrando algunas substancias

nefrotoxicas y nuevamente, mediante la medicién de parametros fisidlogicos, se concluy6
14
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permanecen desconocitios, postulandose como probabilidades, inhibicion de ia actividad
de ia adanilciclaea asli como una coimulacién on la liberacidn de las prostaciclinas,
disminuyendo 1a liberacion del Factor de Necrosis Tumoral y algunas ofras citoguinas *
entre ofras.

Alaluz do cstos resultados y de los reportados previamente, se puede inferir la posible
aplicabilidad practica del medicamento en el drea de trasplantes, en el manejo de los
organos, tanto en el periodo pre, como {rans y pesoperatorio, requiriéndose sin embargo
de estudios confrolados en seres humanos para determinar con exactitud dicha

posibilidad.

CONCLUSIONES

En resumen, podemos concluir, basados en los resultados obtenidos, lo siguiente :

1) La PENTOXIFILINA fue Uil para disminuir fa lesién tisular renal secundaria a isquemia
en el modelo utilizado.

2 ) Los resultados del estudic concuerdan con lo reportado en la fiteratura mundial,
acerca de las propiedades del compuesto.

3 ) Se requieren de més estudios controlados en seres humanos para determinar su

aplicabilidad en el area de traspiante de 6rganos como aiternativa para proteccion de la

isquemia-.
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de la adenileiclasa, ast como una catimulacién en la libaracidn de lz2s
disminuyendo la liberacion del Factor de Necrosis Tumoral y algunas otras citoquinas *
entre ofras.

Alaluz de cstos resultados y de los reportados previamente, se puede inferir la posible
aplicabilidad practica del medicamento en el area de trasplantes, en el manejo de los
drganos, tanto en el petiodo pre, como trans y posoperatorio, requiriéndose sin embargo
de estudios controlados en seres humanos para determinar con exactitud dicha

posibilidad.

CONCLUSIONES

En resumen, podemos concluir, basados en los resultados obtenidos, lo siguiente :

1) La PENTOXIFILINA fue Gtil para disminuir la lesion tisular renal secundaria a isquemia
en el modelo utilizado.

2 ) Los resultadoes del estudio concuerdan con lo reportado en la fiteratura mundial,
acerca de las propiedades dei compuesto.

3 ) Se requieren de més estudios controlados en seres humanos para determinar su

aplicabilidad en el area de trasplante de 6rganos como alternativa para proteccién de la

isquemia-.
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