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RESUMEN
Introduccién. La Insuficiencia Renal Aguda {IRA) es un sindrome clinico que
generalmente se caracteriza por una disminucion brusca de la funcién renal,
elevacion sérica de los elementos azoados, oliguria y es frecuentemente
reversible, su etiologia es multifactorial, y su patogenia desconocida, con una
morbimortalidad alta.

Recientemente se ha destacado el papel que juega dentro de la patogenia de la
IRA, las moléculas de adhesion de las células tubulares en los mecanismos de.
fijlacion de la célula tubular a la matriz extracelular y a las células vecinas y su
eventual desprendimiento hacia la luz tubular y su contribucion a la obstruccion
tubular y esta a la depresién del filtrado glomerular, de ahi la necesidad de idear
medidas que impidan tal desprendimiento celular y con ello, potencialmente
disminuir la obstruccion tubular.

Ohbjetivo. Estudiar en un modelo experimental de IRA el efecto del All-Trans.
Acido Retinoico (AR) sobre la funcion renal y sobre la eliminacion por la orina, de
las células epiteliéles renales vivas o muertas
Material y Métodos. Se evaluaron ratas Wistar hembras (200-250g), las que se
dividieron en dos grupos, el primero, fue el grupo con IRA o control (n 20) el cual
se estudio durante 14 dias después de haberse inducido falla renal aguda con
dicromato de potasio a dosis de 15mg/Kg/ por via SC, en dosis (nica y se
cuantifico en sangre creatinina y en crina, las células 'epiteliéies antes de la IRA y
en los dias,1,3,7,10 y 14 dias pos induccion del nefrotéxico. El segundo fue el
grupo con IRA + AR (n 20) vy fue estudiado igual que el primer grupo con la
diferencia que, ademas, se administro diario, por via oral a dosis de 1 mg/kg el
ATAR, cinco dias previos a la aplicacién del nefrotoxico y durante 14 dias
nosterior a la induccion de IRA. .

Resultados. Se observd mayor pérdida por'la orina de células epiteliales, vivas y
muertas en el grupo con IRA que en el grupo tratado con AR. La mayor pérdida
celular fue en el 3er dia Pos IRA, siendo para las céfulas epiteliales vivas en el
- grupo con IRA de 34544 EE y de 200+3 cel/10° / mL EE para el grupo con IRA

AR, y para las células epiteliales muertas del grupo con iRA de 470.3+4



cel/10°/mL EE y de 31814 cell10%mL EE para el grupo con IRA + AR con p<
0.005. La concentracion de creatinina sérica presenia un incremento paulatino a
partir de la aplicacion del nefrotdxico, en los dos grupos de estudio, alcanzando
su mayor concentracion sérica el dia 3 Pos IRA, en donde el grupo con IRA
presento un mayor nivel serico de 8.4+2 5mg/dL EE y de 2.442 Omg/dL EE para el
grupo IRA+ AR con una p < 0.005, aun en el dia 7, se enconiré una disminucién
significativa con p< 0.01 en el grupo con IRA+ AR en los dias subsiguientes,10 y
14, cuando se compararon ambos grupos, ne se encontrd  diferencias
significativas

Conclusiones. Nuestro estudio demostré que la administracion oral de AR previa
y durante la induccion de IRA experimental limita, el dafio renal y reduce la

eliminacion por la orina de células epiteliales vivas y muertas.

Palabras clave: Acido retinoico/ Insuficiencia renal Aguda



SUMMARY

introduction: The Acute Renal Failure (ARF) is a clinic symptom that is generally
characterized for a sudden decrease of the renal function, seric increase of the
azoad elements, oliguria and it's frequently reversible. It's etiology is muitifactor
and it's unknown pathogenic, with a high mobility.

It's roli in the ARF pathogenic has been recently discovered, sticking molecules of
the tubular cells in the fixed mechanisms from the tubular cell to the extraceiular
fixed womb and to the nearest cells and its eventual landslide to the tubular light
and its contribution to the tubular ohstruction.

This is the depression of the glomerular infiltration. It's from there that arises the
need of taking measures for avoiding such a cellular land slide and in that way,
potentially decrease the tubular obstruction.

Objective: Studding in a ARF experimental model the effect of the ALL-Trans
Retinoic Acid {AR) on the renal function and on the elimination through the urine of
the kidney epithelial cells alive or death.

Materials and Methods: Wistar female rats were evaluated (200-250g) and
divided in fwo groups, the first one was the group with ARF or control (n.20) that
was studied for fourteen days after the induction of a Acute Renal Failure with
potassium dicromato with a dose of 15mg/Kg through SC way in a unique dose
and It's quantified in creatinina bicod and in urine, epithelial cells before ARF and
in days 1,3,7,10 an 14 days after the induction of the nephrotoxic. The second one
was with the ARF group+ AR (n.20) and was studied in the same way as the first
group with the difference that it was dally administrated and in an orai way with a
dose of 1mg/Kg the AR 5 days before the application of the nephrotoxic and
fourteen days after the induction of the ARF.

Results. It's was observed a higher lost of epithelial cells death or alive through
urine in the group with ARF than in the group treated with AR. The highest celiular
iost was in the third day pos ARF, being for the epithelial cells that were alive in the
group with ARF of the 345 +4 EE and of 200+3 EE cel/10%/mL for the group with
ARF+AR, and for the death epithelial celis of the group with ARF of 470.324

A



cel/10°mL EE and of 31814 cel/103/mL EE for the group with ARF+AR with
p<0.05. Concentration of seric creatinina piresenied a gradual increase through the
application of the nephrotoxic in both study groups achieving it's higher seric
concentration an day 3 pos A'RF, where ARF group presented a higher seric level
of 8.4+2.5mg/dl EE and of 2.4+2 mg/dl EE for the IRA group AR with a p<0.05, in
the following days 7,10 and 14 when both groups were compared, no significative
difference was found.

Conclusion: The study showed that the oral administration of AR, previous and
during the induction of experimental ARF limitates the renal harm and reduce the

elimination through urine of the epithelial cells that are alive of death.



Antecedentes cientificos.

La Insuficiencia Renal Aguda (IRA)es un sindrome clinico, que se
caracteriza por un deterioro brusco de la funcion renal, cuya expresién comin es
un aumento de la concentracion de los productos nitrogenados en sangre y es
potencialmente reversible. Alrededor del 60% de los casos cursan con oliguria (1)

Para el funcionamiento renal son necesarias tres premisas: perfusion
sanguinea adecuada, integridad del parénquima renal y la permeabilidad de las
vias excretoras (1)

La incidencia de la IRA en paises desarrollados puede estimarse en 200
casos por milién de poblacion adulta, pudiéndose dividir en pre-renal, renal y post
renat provocando alteraciones fisiopatoldgicas similares.(1)

La IRA es causada por isquemia (50%), nefrotdxicos (35%),cerca del 15%
por nefritis fubulointersticial aguda o glomerulonefritis aguda. (2)

No obstante en medio hospitalario frecuentemente es de origen
multifactorial, por ejemplo sepsis, tratamiento con aminoglucosidos, medios de
contraste, insuficiencia cardiaca , uso de agentes antiinflamatorios no esteroideos
ete. (1)

La mortalidad depende de varias condiciones como son: co-morbilidad |
lugar del hospital donde se atiende la IRA, como por ejemplo se reporta
mortalidad de 7-23% en hospitalizacién de nefrologia y de 50 a 80% en la Unidad
de Cuidados Intensivos.(3) |

Con la infroduccion de los tratamientos dialitico en las décadas de 1940 y
1950 logrd disminuir la mortalidad del 90 a! 50%.(3)

Fisiopatologia:

En las Gltima década se ha incrementado el aporte de conocimientos en el
terrenc fisiopatologico de la IRA y con ello un avance en el ébordaje terapéutico.
El agravamiento de la deficiencia de oxigeno (hipoxemia-isquemia) al aumentar
compromete la viabilidad de las células a partir de este momento se ponen en
marcha tres tipos de mecanismos: (4 ,6)

1.Mecanismo de muerte celular:

ol



-

a)Necrosis: Procesc no previsto. causado por una caida tan
inesperada como intensa en la concentracion de ATP celular clave en el
desarrollo de este tipo de muerte celular.

b) Apoptosis: Proceso activo previsto por la maquinaria aciiva de la
ceélula, gue ha dispuesto una serie de disparadores que permiten el
desmantelamiento ordenado de la de la célula.
2.Mecanismo de reparacion celular: La activacion de la preliferacion celular

s uno de fos mecanhismos que se ponen en marcha para intentar confrarrestar e
y reparar la muerte celuiar
3. Mecanismo de. control: Después de la reparacion celular y de la
sustitucion de las células afectadas por células vivas, es necesario un Ultimo
control para que la proliferacion celutar no prosiga de modo indefinido, asi pues es
posible detectar una segunda oleada de Apoptosis controlada
En el curso clinico de 1a IRA se puede dividir en tres periodos:
a} Fase de inicio: periode durante el cual el individuo es expuesto a
la agresion fisica, guimica o biolégica.
b) Fase de mantenimiento: periodo durante el cual se establece la
lesion parenguimatosa
Fase de recuperacion: que incluye recuperacion celular, fimitacion de Ia

lesion secundaria y regeneracion de las células renales(5,6)

1.Hemodinamica glomerular y alteraciones circulatorias:

Ei rifibn humano normal recibe un flujo sanguineo de alrededor de
1200mi/min. que corresponde a 660mt de flujo plasmatico renal, una caracterisiica
basica de la reguiacién del flujo sanguineo renal (FSR) es la capacidad de
autorregulacion siendo eficaz en cierfos limites de presion arterial, existen varias
hipétesis que se han planteado para explicar esta autorregulacion 1. teoria
miogenica 2.Retroalimentacion tibulo-glomerular 3. metabdlica
En la fase de inicio de la IRA se caracteriza por una dréstica reduccion del filtrado
glomerular (FG), que se acompafia de un descenso en el FSR, el coeficiente de

ultrafiltracion glomerular desciende, en un esfuerzo por mantener FSR constante a.



pesar de las variaciones en la presion de perfusién renal, se condiciona un reflejo
miogénico estimulandose la produccion de endotelina 1 y Oxido nitrfco actuando
sobre la musculatura lisa de la arteriola eferente, de este modo el tono arteriolar
trata de mantener un equilibrio entre vasoconstriccion y vasodilatacion. Por otra
parte se incrementan los niveles plasmaticos de angiotensina |l que actda como
un mediador basico de refroalimentacion tubulocglomerular se produce
vasoconstriccién  disminuyende el FG y FSR. También se ha observado
incremento en la sintesis y liberacion de factor activador de plaquetas (PAF)
induciendo contraccién glomerular y de las células mesangiales conllevando una
reduccion del FSR. Otros factores como el tromboxano A2 (vasoconstrictor) y
prostaglandinas vasodilatadoras contribuyen de manera significativa en los

cambios hemodinamicos observados en la IRA. (1)

2. Alteraciones tubufares _

Aungue todos los segmentos de la nefrona tienden a afectarse en el curso
de la IRA el tiibulo proximal es la estructura que mas faciimente resulta lesionada
debido a el ailto riego sanguineo cortical y con elio el gran aporte de oxigeno y
metabolismo aerdbico con elevada generacién de energia (ATP). Asi el tubulo
proximal obtiene éu snergia mayoritariamente del ciclo de Krebs mitocondrial
siendo minime el metabolismo glucolitico, obteniéndose energia a través de la

_hidrdlisis de ATP fundamental para el transporte activo de Na+ y funcionamiento
de las ATPasa, siendo la bomba de Na+ K+ ATPasa la que consume el 60% del
ATP mitondrial, permitiendo el transporte activo de Na+, creando un gradiente de
Na+ fundamental para activar transportadores apicales acoplados.(4)

No obstante el asa de Henle en su porcion gruesa ascendente al tener una
elevada dependencia metabodlica del- aporte de oxigeno, ante situaciones
hipoxémicas o de isquemia sostenida, disfuncién a este nivel causa una reduccion
en transporte activo de Na+; el cual &s fundamental para establecer el mecanismo
de contracotriente y ljn intersticio medular hiperténico, teniendo un pape! critico en
el mecanisme de retroatimentacion fubuloglomerular al determinar la cantidad de

Na+ gue alcanzara la macula densa vy, por lo tanto, el grado de reduccion del



filtrado glomerular, por Gltimo los segmentos nefronales dispuestos en la parte
mas profunda de la médula y la papila, pese a su metabolismo giucolitico y
anaerchio, son muy sensibles a la isquemia y la presencia de nefrotdxicos.(4)
Durante 1a IRA se observa una disfuncidn de las células epiteliales
tubulares con pérdida de su polaridad, de sus uniones estrechas vy
desorganizacion de las moléculas de adhesién, io que ocasiona pérdida de células
viables desde la membrana basal a la luz tubular. Si el citcesqueleto se altera,
como ocurre en la IRA las uniones estrechas se pierden y las microvellosidades se
disponen circunferencialmente a lo large de la célula. (Estudios realizados durante
las tltimas décadas han demostrado la existencia de familias de receptores
proteicos que median las interacciones transmembrana célula-célula y célula
matriz exiracelular, el conocimiento de estos fendmenos ha originade la

agrupacion de estas moléculas en las siguienies familias:

a) Selectinas: selectina L-selectinaP-selectina P y E.

b) Superfamifia de las inmunoglobulinas: Mad CAM-1,PECAM-1 vy
VCAM-1 o en el endotelio y los leucocitos ICAM-1 e ICAM-2

) Familia de las caderinas. constituyen el componente

transmembrana de las denominadas uniones adherentes

d) Famifia de las Integrinas

El conocimiento de estos recepiores proteicos ha -esclarecido los
mecanismos de descamacion celular durante la IRA. (7)

En la perdida de la integridad de la estructura del tubulo renal con
desprendimiento celular hacia la luz desempefian un papel decisivo tanto las
alteraciones que se producen en la estructura, la funcién y la distribucion de los
componentes del citoesqueleto como las alteraciones de las proteinas de
adhesion y la mairiz extracelular. En las uniones céiula-célula el contacto se
realiza mediante las denominadas uniones firmes que esta consfituidas por una
profeina transmembrana denominada ocludina gque contiene en su dominio
intracitoplasmatico las regiones Z0O-1 y Z02 ( zona occludens) que sirven de
puentes de unién con los filamentos de actina, esté contacto célula-célula también

se mantiene por las uniones adherentes. por otra parte la union de la  célula



epitelial a la membrana basal se realiza por uniones con integrina fi-1, la pérdida
de la habitual distribucion de los diversos subunidades de integrinas facilita el
desprendimiento celular y favorece la formacion intratubular de cilindros. La
consecuencia funcional de la pérdida de polarizacién de la integrina p-1 en las
células epiteliales del tGbulo renal es, tras la depresion de integrinas, la pérdida

de adhesian y posterior desprendimiento de la matriz extracelular(7) (8)

3. Alteraciones morfologicas

Las caracteristicas morfolégicas estaran estrechamente relacionadas con
la intensidad lesional, la duracién del proceso y el momento evolutivo en que se
realiza el estudio histologico. Los cilindros granulares han constituido el primer
hallazgo y el mas constante , en 1923 Minami describio la presencia de cilindros
pigmentados dentro de los tdbulos renales, en 1929 Richards fue uno de los
pioneras en establecer una relacion entre los cilindros y la IRA. La formacion
precoz de cilindros que se evidencia a las 2 hs de producida la lesion esta en
estrecha relacion con la degeneracion del borde apical de las células del tibulo
proximal, agregacién de proteinas de Tamm Horsfall proceso que es favorecido
por la ohstruccidn, los cilindros son mas numerosos a las 48hrs de iniciarse la
reperfusion tras la isgquemia (6)

Otra caracteristica histolégica clasica estrechamente relacionada con la
anterior es la dilatacion tubular y aplanamiento celular, demostrandose una
correlacion directa entre dilatacion tubuiar aumento del espacio de Bowman y
pérdida del reborde apical. Otra caracteristica histopatologica descrita en la IRA
es |la necrosis de segmentos del tlbulo, asociada a una infiltracion inflamatoria
local, con ruptura de la membrana basal tubular, lesién histoldgica denominada
lesion focal tubulointersticial. (6)

La utilizacién delrmicroscopio electrdnico evidencia la pérdida de! borde
apical microvellositario, asf como presencia de depdsitos de filamentos qué
corresponden a acentuaciones del citoesqueleio celular identificandose como
filamentos de actina.. Por otra parte se han demostrado alteraciones del epitelio

pedicelar glomerular consistentes en edema intracelular, fusion de podocitos y



aumento de proyecciones micovellositarias. También se ha descrito una reduccién
de la superficie de los poros de células del endotelic glomerular que explicarian la
disminucion de la permeabilidad glomerular con disminucién de su carga
polianionica. {6) (7)
La lesion de las células del epitelio tubular el desprendimiento de la
_membrana basal, la descamacion hacia la luz y la posterior oclusién por cilindros
son complicaciones que ocurren tras la lesion isquémica con alteraciones en la
expresion y afinidad de los receptores de adhesion, que median las interacciones
entre las células y la mairiz extracelular desefnpeﬁan un papel importante en el
desprendimiento y la pérdida de las uniones entre las células epiteliales.(7) (8)

Los hallazgos patolégicos en el estudic histologico son variables pero la
lesién fundamental es la necrosis y degeneracion del epitelio tubular. Se debe
puntualizar que existe una heterogenicidad lesional que en gran parte dependera
de la causa etiologica frecuentemente téxica o isquémica.

4. Diagnéstico '

La constatacion de una concentracion elevada de productos nitrogenados
yio una disminucion en la uresis, obliga al médico a iniciar un proceso deductivo,
que le permita discemnir el tipo de insuficiencia renal ante la que se encuentra yla
gtiologia. Realizandose una historia clinica exhaustiva, exploracién meticulosa y
ufilizacién de pruebas complementarias. Los controles analiticos después de
detectar una elevacién de los productos nitrogenados soh orientativos: elevacion
en 24hrs > 0.5mg/d| de creatinina sérica, con datos clinicos de sindrome urémico:
astenia, anorexia, somnolencia, nAusea, vomito, confusibn y coma.
Determinacicnes en sangre de Na+, K+, urea, creatinina, BUN, Mg+, LDH, CPK,
bilirrubinas, perfil inmunologico con Anti DNA, ANCA, anticu'erpd anti MBG,
complemento, crioglobulinas, biometria hematica completa, examen general de
orina que inc'luya Na+ urinaric vy osmrolar'idad urinaria, son estudios
complementarios para reatizar el diagnostico diferencial en el tipo' de IRA, asi
mismo podran ocuparse para valorar Ja recuperacion en fa IRA. Asi mismo las
técnicas de imagen desempefan un papel fundamental en el diagndstico

diferencial,( ecografia, ecografia doppler, radiografia simple de abdomen,



,

urografia infravenosa, tomografia axial computada, estudios angiograficos y
estudios isotopicos,) su uso razonado permite conocer, el nimero de rifiones,
tamano y contorno, las caracteristicas dei arbol vascular, su patron de perfusién,
asi como valorar posibles problemas obstructivos, y finalmente ia biopsia renal no
es una practica habitual en la IRA, estd técnica debe realizarse cuando se
sospeche de IRA parenguimatosa de indole diferente a necrosis tubular aguda
(NTA), aunque también esta indicada si la IRA dura mas de tres semanas, pues
para entonces las mayoria de la NTA estdn resueltas y podriamos estar

retrasando el fratamiento de otras formas de IRA. £}

5.Tratamiento

El tratamiento de [a IRA exige una valoracion diagndstica del paciente
basada en a) precisar sus causas para evitarlas o corregirlas, b) confirmar la
presencia de ofra patologia asociada, cjevaluar las consecuencias
cardiovasculares y metabdlicas, d)determinar si fallan otros drganos.

Se debe insistir en la importancia de la medidas preventivas, en el ambito
hospitalario donde el control de los pacientes debe ser estricto

Debera manejarse ef balance hidrico, electrolitico y de equilibrio écido—base,
asi como apoyo de tratamiento sustitutivo de la funcion renal (dialisis); siendo las
indicaciones para ésta terapia sustitutiva: 1. urgente {(hiperkalemia, edema agudo
pulmonar) 2. soporte {mantener las concentraciones de productos nitrogenados -
creatinina < 6mg/di v urea <200mg/dl) y 3.apoyo nutricional ( puesto que los
pacientes con IRA cursan con un estado catabolico que implica adicién de
suplementos nutritivos que se vinculan con volimenes altos de liquido e
incremento en niveles de azoados). El uso de diuréticos de asa se encuentra
indicados por la capacidad para aumentar la diuresis € incrementar excrecion de
agua libre y natriuresis. El uso de dopamina a dosis renales, aumenta el FSR,
facilitando mayor aporte de oxigeno y menor consumo de del mismo al bloguear la
actividad de ia Na+/K+ ATPasa, no obstante su uso es controversial, ya que los
beneficios de esta catecolamina se han demostrado solo en las primeras horas de

instalada la IRA. Otfras sustancias como péptidos natriuréticos, antagonistas del



calcio y factores de crecimiento han probado su eficacia en modelos
experimentales y en grupos pequerios de pacientes por lo que un futuro inmediato
es necesario comprobar su efectividad , a que dosis, en que tipo de IRA, y en que
momento evolutivo. (9) '

El acido retinocico (AR),vitamina A, liposoluble descubierta en 1913 por Davis y Mc
Collium es un acido proliénico isoprenoide, profnueve el desarrollo embrionario a
nivel glomerular (desencadenando su deficiencia ndmero total de glomérulo
disminuida.) asi como en la diferenciacién tubular (10)

Se ha demostrado su papel como antioxidante , antiproliferativo y anti-
inflamatorio en GMN experimental disminuyéndose la fibrosis y proliferacion con
fratamiento con AR.(11)

El AR promueve la reparacion epitelial regulando la queratogénesis, xerosis
o sequedad cutanea, aumento del tamafio de los corneocitos pigmentacion
irregular de ia piel, lexitud def cutis y lesién proliferativa ( por mala cicatrizacion)
por lo que es ampliamente utilizado en patologias dermatolégicas como: acné,
arrugas, lineas de expresion y pigmentaciones irregulares (11)

Asi mismo se ha comprobado su papel antiproliferativo en el manejo de

patologias onco-hematoldgicas como en la leucemia promielocitica (12)
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JUSTIFICACION

El tratamiento de la Insuficiencia Renal Aguda exige un enfoque integral del
manejo del paciente el mejor elemento es el profilactico, manejo de liquidos,
electrolitos, equilibrio 4cido-base, estado hemodinamico y apoyo oportuno con
dialisis

Tratamientos basados en el mejor conocimiento de los mecanismos
fisiopatolégicos que conducen a la IRA aln estan en fase de experimentacion
como son el uso de péptidos natriuréticos, factores de crecimiento y antagonistas
de receptores de endotelina

En la busgueda de substancias que interfieran con procesos proliferativos, los
derivados naturales o sintéticos de la vitamina A, han sido de gran interés por sus
efectos antiproliferativos en muchos tipos celulares, como en miocitos y células
mesangiales, adicionalmente tienen un efecto anti-inflamatorio, antioxidante y de
modulacion en la sintesis de la matriz extracelular, siendo estos procesos de gran
importancia en la respuesta al daiio renal. En un futuro inmediato es necesario
comprobar que agentes son realmenie efectivos en el tratatniento de la IRA por

es0 la importancia del presente trabajo.
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OBJETIVO

Comparar el dafio renal inducido por dicromato de potasio en ratas que

reciben acido retinoico vs aquellas que no lo reciben
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MATERIAL Y METODOS _

Se utilizaran 40 ratas Wistar hembras de 250 a 250grs induciéndoles IRA
en el dia cero con intoxicacion con dicromato de potasio a 15mg/kg/SC. Se
seleccionaron al azar dos grupos de ratas: a)Et grupo 1 comprendié 20 ratas-a las
cuales fueron el grupo control; b)El grupo 2 comprendid 20 ratas a las cuales 5
dias previos a la induccion de IRA con dicromato de potasio se les administrd por
via oral por medic de sonda de alimentaciénimg/dia de acido retinoico diluido en
aceite de cacahuate y etanol 1w y se les siguié administrando
subsecuentemente diaric por 14 dias.

Se determiné la IRA con los siguientes parametros:

1.Concentracion de creatinina sérica por técnica Tonanes y Taussky, reaccion

de Jaffe realizacion de lectura de longitud de onda a 540nm

2. Andlisis microscopico del sedimento urinario: Se coloct a las ratas en jaulas
metabdlicas los dias 0,1,3,7,10 y 14, recolectandose la orina en probetas durante
2 hrs, posteriormente se midio y se centifugé ( centrifuga Beckman G- SGR,
USA) a 1300 r.p.m. durante 5 minutos. Se separo la orina del sedimento urinario y
a este , se le agrego 10Ul de Solucion de Hanks y90ul de azul de tripano,
obteniéndose una dilucion de 1:10 y de esta solucion se cargo la camara de
Neubauger y de ahi se obtienen 10u y se deposito en la cAmara, observandose en
cinco campos. La viabilidad de las células se baso, en la presencia o ausencia del

colorante en el interior de la célula.

3. El tipo celular fue identificado por su morfologia: células del epitelio: renal,

pelvis y de vejiga a) La célula renal, es circular, pequeﬁa, con borde liso, y

nicleo pequefio b) La célula de la Pelvis: con forma piriforme, _elongadé borde

irregular nticleo y citoplasma pequefio ¢) La célula de Vejiga: fue de forma

redondeada bordes lisos, grande y citoplasma abundante y nicteo grandes.

Se sacrificaron al azar tres ratas por cada grupo en los dias 0, 1,3,7,10 y 14.
obteniéndose las muestras de orina y sangre siendo procesadas en el laboratorio
de fisiologia renal del CIVENTAV-IPN México DF.



Los criterios de inclusion fueron: Ratas Wistar hembras de 200 a 250grs,
sanas, de 8 a 8 semanas de edad. Los criterios de exclusion: ratas que fallecieron.

Analisis estadistico: Se realizd estadistica descriptiva con frecuencias
simples y relativas para variables nominaies y medidas de tendencia central y
dispersion para variables cuantitativas.

Se realizé ANOVA para medidas repetidas para la comparacion antes y
después, y ANOVA para la comparacion entfre grupos, siempre y cuando los datos
tuvieron distribucidn normal, case contrario utilizd su alternativa no paramétrica.
Para ias variables nominales utilizé Chi cuadrada: '

Aspectos éticos. Se ajusto a los lineamientos internacionales Universales

de la declaracion contra el maltrato de animales de investigacion biomedica.



RESULTADOS

La viabilidad de las células presentes en el sedimento urinario fue determinada
con la tincion de azut de tripano en donde, se observé una mayor pérdida por la
orina de celulas vivas como muertas en el grupo con IRA, cuando se comparé con
el grupo de ratas con |IRA + AR. El promedio de células muertas totales en los
dias que fueron cuantificadas,(Células epiteliales: renales |, pélvicas y vejiga) para
el grupo con IRA fue de 470.3 +4cel/1 0%mL vs 318+4cel/10%mL y para el grupo
con [RA + AR p < 0.001 y de células vivas de 345.2+4cel/10°/mL par el grupo con
IRA vs 200 =3cel/10*/mL del grupo con IRA + AR con una p < 0.001(Fig 1, 2)

La pérdida mayor de células se observd en el dia 3 para las células muertas
y vivas, para células muertas del grupo con IRA fue de 388.6% cell10*/mL vs
188+4 cel/10%mL del grupo con IRA + AR p< 0.001. La perdida de células vivas en
el grupo con IRA tuvo igualmente su pico maximo, en e dia 3 con
294 1+5cel/10%/ml. vs 18443 cel/10°/mL del grupo con IRA + AR. p< 0.001 (Fig.
1,2) '

Los cambios en el ndmera de células epiteliales renales de la pelvis vy
vejiga tanto vivas como muertas guardaron el mismo patron de mayor
desprendimiento en el dia 3 en el grupo con IRA, en relacion al grupo con IRA+
AR indicando un efecto protector contra la nefrotoxicidad del dicromato de
potasio. {Tablas 1- 4) (Fig. 1- 8)

La perdida urinaria de células epiteliales vivas del grupo con IRA fue
maxima el dia 3 con valores de 106.9+4 cel/10%/mL vs 56 = 2 cel/10%/mL para el
grupo con IRA + AR con una p< 0.001. La perdida de células epiteliales muertas
en el grupo con IRA el dia 3 fue de 131.4 = 4 cal/1 O.slmi_ vs 62 + 3 cel/10°/mL del
grupo con IRA + AR p<0.001.( Tablas 1- 4) (Fig. 3, 4)



TAB.1 PERDIDA URINARIA DE CELULAS VIVAS DEL GRUPO CON IRA

Tipo Dia 0 1 3 7 10 14 Total |
celular
Epitelial 0 0 (2046167 291 | O 0 | 20754
Renal p
Epitelial 0 0 72,614 | 2.9+1 L 0 0 75.5+3
Pelvis g
Epitelial 8+2 14.324 [108.9+4***| 14,332 | 6.7+2 441 154 2+3
Vejiga p
Totalp 8+2 14.3+4 1294145 | 18.1+2 | 6.7+2 4+1 | 345.2:4

“**Estadisticamente significativo con p< 0.001 Comparado con la perdida celular
del grupo con IRA+ AR, el mismo dia.
o Cell10%mL

Las células renales vivas tuvieron un pairon similar al de las células
epiteliales observando una perdida urinaria mayor en el dia 3 en el grupa con IRA
de 2048 + 4 celf10°/mL vs 88 + 4cel/10%mL para el grupo con IRA +AR y para
células muertas del grupo con IRA de162.9 + 6cel/10%mL vs 84 + 4 cel/10*/mL
para el grupo con IRA +AR p <0.001 (Tablas 1- 4) ( Fig.5, 6) '

Las células desprendidas de ia pelvis tuvieron un comportamiento simitar al
de las células epiteliales y renales con un maximo de perdida urinaria de células
vivas en el dia 3 para el grupo con IRA de 72.6 + 4 cel/10%mL vs 40 + 2cel/10%mL
para el grupo con IRA+AR y de células muertas del grupo con IRA en el dia 3, de
94.3 + 4cel/10%mL vs 42 + 4 cel/10%mL par el grupo con IRA+AR p< 0.001. (
Tablas 1-4) (Fig. 7 y 8) '
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TABLA 2 PERDIDAS URINARIAS DE CELULAS VIVAS EN EL GRUPO CON

IRA +AR

" Tipo | Dia cero 1 | 3 7 10 14 Total
celular

Epitelial 0 0 8814* 0 0 0 88+4
Renal @

“Eptelial g - 0 L—4&2" 0 0 0 4012
Pelvis p _

}VEpitelial 0 842 56-+2* 812 0 0 7242
Vejigap
Total g 0 842 |_184¢3* 812 0 0 20043

“Estadisticamente significativo con p<0.05 comparado con la perdida urinaria del

grupo con {RA el mismo dia.
@ Cel/10%/mL

TABLA 3 PERDIDAS URINARIAS DE CELULAS MUERTAS EN EL GRUPO

CON IRA
Tipo | Dia cero 1 3 7 10 14 Total

celular

| Epitelial 0 5741 1162.9+6**| 0 0 0 | 168.614
Renal g _
Epitelial 0 11.442 | 94.3+4%* | 25742 | 6.742 0 138.1143
Pelvis g '
Epitelial 3243 34.312 | 131404 | 42,942} 23.342 0 263.6+3
Vejiga g
Total g 3243 514+2 |388.6+55** 68.7+2 | 30+2 0 470.3+4

células muertas del arupo con IRA+ AR el misma dia

o Cel/10°/mi

L .
*Estadisticamente significativo p<0.001 comparado con la perdida urinaria de
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TABLA 4 PERIDAS URINARIAS DE CELULAS MUERTAS DEL GRUPO CON

IRA + AR
[ Tipo | Diacero | 1 3 7 10 14 Total
1 celular L

Epitelial 0 0 BAL4™* 0 0 0 84+4
Renal g

Epitelial 0 0 | 4244 | 512 4+2 0 5143
Pelvis g

Epitelial 0 3043 | 6243 | 36i4 | 3024 | 25i2 | 183%4 |
Vejiga g

LTotang 0 3043 |188+4™*| 413 | 34+3 | 25:2 | 318+4

*Estadisticamente significativo p<0.001 comparado con la perdida urinaria de

células muertas del grupo con [RA el mismo dia
pCel10¥mL

La concentracion de creatinina sérica en los dia 0,1,3,7,10,14 para el grupoc
con IRA fue de 0.9mg/dL, 2.4mg/dl, 8.4mg/dL, 3.2mg/dt, 1.8mg/dL y 0.9mgldL,
comparado con el grupo con IRA+ AR que mostrd respectivamente 0.49mg/dL
1.60mg/dL, 2.49mg/dlL, 1.52mgfdL, 0.77mg/dL y 0.61mg/dL, observandose una

disminucion estadisticamente significativa en el 3 dia en el grupo con IRA+AR

cuando se comparo con el grupo con IRA, con p <0.001 y aun en el dia siete con
p< 0.01(Fig. 9)
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Células epiteliales: A)Renai, B) Pelvis, C)Vejiga
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DISCUSION

Nuestros principales hallazgos en este estudio, demuestra por primera vez
que la administracion oral de AR antes y despues de la induccion de la IRA
nefrotoxica limita el dafio renal funcional y acelera la recuperacion de la funcion
renal, cuando se comparc con el grupo de ratas con iRA, a las que no se
administrd el AR. Lo anterier se manifestd por el comportamiento de 1a creatinina
sérica durante el curso temporal de la iIRA, en los dos grupos de estudio (Fig 9)
en donde se observo que el AR atenud el mayor dafio funcional en el dia 3 en
relacion al grupo con IRA, ademas en ests grupo, los niveles sericos de creatinina,

alcanzaron sus niveles normales antes que el grupe con IRA..

El segundo hallazgos encontrado en este estudio, fue la disminucion en el
sedimento urinario de células epiteliales, renales y pélvicas, vivas y muertas en el
grupe de ratas a las que se administro el AR, cuando se comparo con el grupo de
ratas a las que se indujo la IRA, pero no se administré el AR. Racusen demostrd
gue las células vivas eliminadas por la orina de sujetos con trasplante renal que
presentaron IRA, fueron viables ya que fueron capaces de proliferar cuando fueron
cultivadas in Vitro (13).

Esta disminucion fue estadisticamente significante en lcs dias 3 y 7 pos
IRA, lo anterior sugiere que el AR previene la perdida de células vivas y muertas
de los tres tipos de células estudiadas, antes y después del mayor dafio funcional,
esto puede explica el menor dafio funcicnal del dicromato de potasio, sobre la

funcion renai..

No se conoce el mecanismo por el cual el AR limita el dafo renal funcional
y promueve una recuperacion mas rapida de la funcién renal, pero puede ser
explicado a través del efecto que tiene el AR sobre los mecanismos de sintesis y
degradacién de la matriz extracelular glomerular (15) y por otro lado, el AR, al
reducir la perdida de células renales, tanto vivas como muertas, promovera

menos acumulo de células y detritos celulares (cilindros) en la luz tubular y como



consecuencia menor obstruccion tubu!'ar, y por o tanto mayor filtrado glomerular,
si aceptamos que el fendmenc de obstruccion tubular, es uno de Ios' factores
patogenicos, mas importantes que intervienen en la disminucion de la funcién
renal en la IRA experimental y humana, como se demostrd en la correlacion
estrecha entre la creatinina sérica y la cantidad de cilindros tubulares (14), en
otras palabras, es posible que los efectos benéficos del AR sobre la funcién renal,
sean mediados a través de modificar el coeficiente de ultrafiltracion glomeruiar y la

presion intratubular, reduciendo la formacion de cilindros tubulares..

Tampoco se conocen los mecanismos por el cual ia administracién de AR
en las ratas con IRA, redujo la eliminacién por la orina de la distintas clases
celulares estudiadas, pero es probable, que eif AR, sea capaz de mantener el
anclaje de las celulas tubulares a la matriz extracelular y a sus células vecinas(14)
mediants su accion sobre las moléculas de union intercelular que rodean al tibulo
renal y con ello impedir su desprendimiento hacia Ia luz tubular y asi reducir el

clmuio de células y detritos etc.

La fijacién del epitelio tubular a la matriz extraceluiar lo realiza mediante la
superfamila de receptores de las integrinas, especificamente aquellas que se
expresan predominantemente en el tGbulo proximal como son ogfB1 Y agBs las que
se unen a las proteinas de la matriz extracelular como ia famina 1 y fibronectina,
cuya codificacion esta gobernada por el AR', y por otra parte ei AR interviene
aumentando la sintesis de receptores del factor de crecimiento epidérmico {FCE)

el cual es uno de los mitogenos mas importante del tabulo proximal.

A nivel de la regidon basolateral de los tabulos proximales, estos se
encuentran en relacion estrecha con las células tubulares vecinas mediante las
uniones estrechas, las uniones adheréns, desmosomas, y las uniones huecas
cuya funcién es mantener una comunicacion estrecha tanto anatémicamente cbho
funcional entre ambas células, lo que es fundamental para el mantenimiento y

viabilidad de las células. A este respecto se ha encontrado que el AR interviene en
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la expresion de los genes que codifican las proteinas de las uniones
estrechas,(16) y a nivel borde ciliado promueve el transporte, de fosfato,
aminodcidos, y giucosa, todos ellos importantes para la funcion energética de la
célula tubular, todo ello en su conjunto explicaria tetricamente, los mecanismos
por el cual el AR mejora la funcién renal y la reduccion en la eliminacion de las

ceéluias vivas y muertas epiteliales.
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CONCLUSIONES

El Acido Retinoico (AR) es una vitamina que, cuando se administra en la
(IRA), muestra un efecto protector, manifestado en los resultados de las pruebas
séricas y urinarias de los grupos con IRA & IRA + AR.

En el andlisis del sedimento urinario se enconfré un menor grado de
descamacion celular en el grupo fratado con AR, siendo las células renaies las
mas representativas. En congruencia con estos datos se encontré que la
concentracion de creatinina sérica estuvo mas elevada en las ratas con IRA que
las que recibieron él acido retinoico.

Estos resultados sugieren que el tratamiento con acido retinoico disminuye

la severidad de las alteraciones bioquimicas y celulares, que se presentan en este
modelo de IRA.nefrotoxica.
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