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RESUMEN

ESTUDIO DE LA CARGA ENERGETICA CELULAR EN EL TRASPLANTE RENAL EXPERIMENTAL CON DIFERENTES PERIODOS
DE ISQUEMIA CALIENTE (0-30-45 y 90))

Introduccion: La posibilidad de obtener 6rganos para Trasplante Renal, tras un periodo de parada cardio-circulatoria, exige
un conocimiento previo del mecanismo de lesién por isquemia-reperfusion.

Para poder estudiar el mecanismo de lesion celular por isquemia caliente en Trasplante Renal se ha disehado un estudio
experimental en cerdos, con tiempos variables (0-30-45 y 90’ de isquemia caliente) con la finalidad de conocer el mecanismo celu-
lar de dicha lesion isquémica.

La determinacion de parametros bioquimicos (creatinina y diuresis), carga energética (ATP, ADP, AMP y carga energética glo-
bal) y estudio histologico, asi como analisis de supervivencia del animal e injerto al 5° dia.

Resultados:

- La supervivencia de los animales a los 5 dias ha sido del 100% (en los grupos control y 30’ de isquemia caliente), 90% (en
los 45’) y 60% (en los 90’).

- La viabilidad del injerto ha sido 100% (grupo control), 80% (isquemia 30’), 80% (isquemia 45’) y 60% (90’).

- Los niveles de creatinina aumentan al ler, 3er y 5° dia sobre todo en los rifiones no viables con diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control.

- Los niveles de ATP decrecen tras el periodo de isquemia caliente, aumentan los niveles de ADP y AMP y se recuperan en los
rifones viables después de la reperfusion del injerto.

Conclusiones: El tiempo de isquemia caliente influye en la supervivencia del animal y del injerto, pero 6rganos con eleva-
dos periodos de isquemia caliente (90°) pueden ser viables. La carga energética celular se deteriorara con los periodos de isque-
mia caliente y fria, recuperando los niveles de nucleétidos y carga energética global los rifiones viables. Los riflones con perio-
dos de isquemia caliente breve recuperan antes los niveles de carga energética.

El estudio de niveles de carga energética celular ha demostrado ser un buen método para conocer el mecanismo de lesion
celular isquémica (dentro del mecanismo de lesion de isquemia-reperfusion) en Trasplante Renal Experimental.
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ABSTRACT

CELL ENERGETIC LOADING IN EXPERIMENTAL RENAL TRANSPLANT UIT DIFFERENT PERIODS OF WARM ISCHEMIA

Introduction and goals: Renal procurement after a period of heart stop demands a previous knowledge of ischemia-reperfu-
sion injuries means. To study cell injury mechanisms an experimental study has been designed in pigs, with different rangres of
warm ischemia (0-30-45 and 90 min). The main goal was to research on the basis of ischemic injury.

Material and methods: Biochemical parameters (creatinine, urine output), energetic loading (ATP, ADP, AMP and global ener-
getic loading) and pathological studies as long as survival analysis by Sth day were completed.

Results: Animal survival and graft viability range from 100% at 5th day in control and 30 min warm ischemia groups to 60%
in 90 min warm ischemia group. Creatinine levels rises at 1st, 3rd and 5th day, especially in those non-viable organs. ATP levels
decrease after warm ischemia period, increases ADP and AMP levels after reperfusion in those viable organs.

Conclusions. Prolonged periods of warm ischemia do not result necessarily in non-viable kidneys. Viable organs recover
nucleotide levels early.

Study of energetic cell loading levels is a good way to get on better in the knowledge of injury mechanisms after ischemia-
reperfusion.

Keywords: Warm ischemia. Energetic resource. Non heart beating organ donor.
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l interés de obtener organos a partir de

donantes a corazéon parado no es nuevo. En
la década de 1960 a 1970, antes de que el con-
cepto de muerte cerebral fuera establecido, la
principal fuente de obtencion de 6rganos eran los
individuos en los que ya habia ocurrido la para-
da cardiaca.

El numero de donantes potenciales por
millon de habitantes se encuentra alrededor de
30. A pesar de que Espana tiene el indice de
donaciéon de organos por millon de habitantes
mas alto del mundo (32 segun ONT, actividad de
donacién y trasplante en 1999), y el numero de
donantes cada vez es mayor, contintia habiendo
un déficit de 6rganos, conllevando una mortali-
dad en la lista de espera de hasta un 6,8% en
1994.

La falta persistente de oOrganos aptos para
trasplante obliga a la utilizacion de todos los
medios humanos y técnicos en la investigacion de
soluciones alternativas.

FUENTES DE OBTENCION DE
ORGANOS ALTERNATIVAS

Donante marginal

Como consecuencia de esta escasez, se han
ido ampliando cada vez mas los criterios de selec-
cion de los cadaveres donantes de o6rganos!?
para con ello, aumentar al maximo el niumero de
organos disponibles.

Los donantes marginales, pues tienen, previo
a la extraccién, una estancia prolongada en
UCI, con drogas vasoactivas, patologias asocia-
das a la edad como hipertension arterial, diabe-
tes mellitus, etc. Se estan utilizando de forma
creciente, llegando a convertirse en donantes
mas habituales.

Donante a corazén parado

La discrepancia actual que existe entre la ofer-
ta y la demanda de 6rganos ha obligado reciente-
mente a explorar otras fuentes de donantes que
permitan aumentar el numero, reavivando el
interés por los donantes a corazon parado. El
programa de obtencion de rifiones de donantes a
corazon parado se inicié en 1980 en el Hospital
Universitario de MaastrichS. Se calcula que el
numero de donantes potenciales podria aumen-
tar asi en un 20%*.
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Se define donante a corazon parado como aquel
individuo en situacion de parada cardiorrespirato-
ria irrecuperable, fallecido con un tiempo de isque-
mia caliente (tiempo entre la parada cardiaca y el
inicio de la perfusion fria) lo suficientemente corto
que permita la extraccion de érganos viables para
ser utilizados para trasplante.

En Marzo de 1995, en el First International
Workshop on Non Heart-Beating Donors, celebra-
do en Maastricht se realizé6 un documento de
consenso® estableciéndose una serie de recomen-
daciones, definiciones y caracteristicas de lo que
debian ser los donantes a corazon parado. Se
propuso una clasificacién en 4 categorias (Clasi-
ficacion de Maastricht)®.

En Espana este documento se ha adaptado a
nuestro ambiente, quedando las conclusiones
plasmadas en un Documento de Consenso Espa-
nol emitido por la Organizacion Nacional de Tras-
plantes en Noviembre de 19957:

e Categoria I: Ingreso en parada cardiaca.

e Categoria II: Parada cardiaca con maniobras

de reanimacion inefectivas

» Categoria III: A la espera de la parada cardiaca.

e Categoria IV: Donante en muerte cerebral

que sufre una parada cardiaca.

La inclusion de donantes a corazén parado en
el grupo de donantes aptos para trasplante ha
supuesto un incremento en el numero total de
donantes entre un 7% y un 20% segun las series®.

El trasplante renal acumula la mayor parte de
organos con donantes a corazéon parado. Aunque
en estos momentos sea relativamente corta la
casuistica ha dado lugar a un gran numero de
publicaciones. Todas ellas coinciden en que los
riflones asi obtenidos son utiles para trasplante8-2°,
A pesar de tener una mayor incidencia de fracaso
de la funcién inicial, su supervivencia a largo plazo
se aproxima a la obtenida con aquellos rifiones pro-
venientes de donantes con corazén latiendo?7-29,

Es importante conocer en profundidad lo que
ocurre en un rin6n después de un periodo de
isquemia caliente (durante la parada cardiaca) y
su posterior reperfusion con el objetivo de poder
actuar sobre el potencial injerto.

Lesion por isquemia reperfusion
La lesion de isquemia-reperfusion se define
como el proceso que sufre un 6rgano sometido
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temporalmente a la falta de flujo sanguineo y que
posteriormente es reperfundido con sangre oxige-
nada. El resultado es una agresion tisular secun-
daria a la anoxia, a la deprivaciéon de metabolitos y
al acimulo de sustancias de deshecho del meta-
bolismo que conduce a la muerte de la célula.

Durante el trasplante de un o6rgano este feno-
meno ocurre, pudiendo ser la lesion de intensi-
dad variable. Bien se puede alterar la funcion del
organo de forma discreta conllevando a una dis-
funcion inicial del injerto; bien puede convertirse
en lesion irreversible imposibilitando la viabilidad
del 6rgano.

En los donantes a corazon parado, la lesion
por isquemia es mas importante, dado que se
anade un tiempo de isquemia caliente, mas o
menos prolongada, a la habitual isquemia fria, de
manera que existe un mayor riesgo para su via-
bilidad a corto y largo plazo.

El empeoramiento de la funcion del érgano
derivado del dano producido por el sindrome de
isquemia-reperfusion es todavia un problema
importante en el trasplante de o6rganos solidos.
Las alteraciones celulares, inducidas por la
isquemia, preparan al tejido para el siguiente
dano que ocurre durante la fase de reperfusion.
Paradégjicamente, el reestablecimiento del flujo
sanguineo al tejido isquémico puede causar
mayor dano que el inducido durante el periodo de
isquemia.

El sindrome de isquemia-reperfusion es una
secuencia compleja de sucesos trascendentales:
la alteracion metabédlica a nivel celular que apa-
rece durante el periodo de isquemia y la lesion
producida por los radicales libres derivados del
oxigeno y otros factores que involucran al endo-
telio vascular y los polimorfonucleares durante la
reperfusion®C.

Se produce una alteracion de la membrana
plasmatica, inhibiéndose la actividad de la
ATPasa Na-K, que es la bomba sodio-potasio
transmembrana (transporta Na hacia el exterior
celular y K hacia el interior), produciéndose una
alteracion del intercambio de los iones sodio,
potasio y calcio, por lo que el potencial de mem-
brana queda abolido. Debido a la elevada con-
centracion de cloro fuera de la célula y a la pre-
sencia de proteinas dentro de la misma (efecto
Donnan: se crea una presion oncotica coloidal
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intracelular alta) el cloro penetra dentro de la
célula con un cation (sodio y calcio) arrastrando
agua y el potasio sale fuera para mantener el
equilibrio i6énico con el espacio intersticial. Todo
ello conduce al edema celular y activacion de
enzimas por el calcio como fosfolipasas (que pro-
vocaran lesion de las diferentes membranas: cito-
plasmatica, mitocondrial, lisosomal), proteasas,
ATPasas (depleccion de ATP) y endonucleasas
(fragmentacion de cromatina) conllevando a la
muerte por citolisis.

Por otra parte, la falta de oxigeno durante el
periodo de isquemia impiden, a nivel de la mito-
condria la fosforilacion oxidativa, con escasa for-
macion de ATP, quedando paralizadas todas las
funciones celulares que requieran energia y se
estimula la glicolisis anaerobia formandose acido
lactico e hidrogeniones dando lugar a la acidosis
intracelular3!-33, Esta, provoca la activaciéon de
los enzimas de los lisosomas conduciendo a la
autolisis y muerte celular.

Granger, Rutili y McCord3* fueron los prime-
ros (1981) en proponer un mecanismo molecular
para explicar la producciéon de lesiones en el sin-
drome de isquemia-reperfusion: durante el perio-
do de isquemia se produce consumo de ATP por
parte de las células para mantener la homeosta-
sis. E1 ATP es catabolizado a ADP y AMP (Fig.1).
El AMP, a su vez, se cataboliza a hipoxantina,
produciéndose un acumulo de ésta. La carga
energética de las células ha caido y éstas no son
capaces de mantener el gradiente ionico entre
sus membranas, redistribuyéndose el calcio
hacia el interior de la célula y aumentando la
concentracion de calcio en el interior de ésta. Los
acumulos de xantinooxidasa y de sus sustratos:
hipoxantina y xantina durante el periodo de isque-
mia, parecen ser los acontecimientos necesarios
para producir la lesion en las células durante la
posterior reoxigenacion, puesto que llegara el O,
necesario para el enzima con la consecuente pro-
duccion de radicales libres de oxigeno.

Alteraciones celulares durante la

reperfusion

Durante el periodo de reperfusion:

La xantinooxidasa es la mayor fuente de supe-
roxidos en tejidos postisquémicos®!:35. Este enzi-
ma fue la primera fuente biolégica documentada
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Radicales secundarios «—— OH —» Lesion tisular

FIGURA 1. Mecanismo de produccion del sindrome de
isquemia-reperfusion.

Los nucleétidos de la adenina se hidrolizan progresiva-
mente durante el periodo de isquemia, con la consecuente
acumulacion de hipoxantina. Durante la reperfusiéon, la
entrada masiva de oxigeno originara los RLO que provoca-
ran la lesion en los tejidos. Las oxipurinas son permeables
a través de la membrana celular y pasan al espacio extra-
celular disminuyendo los precursores de la sintesis de ATP.

de produccion del radical superoxido. Es sintetiza-
da en forma de xantinodeshidrogenasa (forma
habitual en tejidos normoxicos). La xantinodeshi-
drogenasa no puede transferir electrones al oxige-
no molecular para formar perdxido de hidrégeno o
superoxido, pero puede reducir el NAD* (nicotina-
mida adeninnucleotido) de la siguiente manera:

Xantina + H,O + NAD" —— > acido urico + NADH + H*

Xantinodeshidrogenasa

En condiciones de baja concentracion de O,
como ocurre durante la isquemia, la xantinodes-
hidrogenasa se convierte en xantinoxidasa. Esta,
puede usar el oxigeno molecular en lugar del
NAD produciendo superéxido y peroxido de
hidrégeno de la siguiente manera:
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Xantinooxidasa
Xantina + H, O + 20, ———>» acido urico + 20, + 2H*

Asi, la xantinooxidasa, aprovechando el acu-
mulo de xantina e hipoxantina originados duran-
te la isquemia, junto con el oxigeno que le llega
con la reperfusion, origina los denominados radi-
cales libres de oxigeno (RLO)36.

Actualmente se piensa que los RLO causan
dos tipos de lesiones:

a) Dano celular producido por la oxidacion de
los lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
lipoperoxidaciéns7-39,

b) Los RLO, producen una disfuncion del en-
dotelio vascular39:40-45 causando una dismi-
nucién en la liberacién de 6xido nitrico.

MATERIAL Y METODOS
Todos los estudios se han realizado en el
Laboratorio y Estabulario de Cirugia Experimen-
tal de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Barcelona y Hospital Clinico de Barcelona.
Para poder estudiar el mecanismo de lesiéon
isquémica, con diferentes tiempos de isquemia
caliente, se ha disenado el siguiente método de
estudio en animal de experimentacion.
GRUPO O (n=5 pares). CONTROL. Sin isque-
mia caliente.
GRUPO 1 (n=10 pares). Periodo de isquemia
caliente de 30 minutos.
GRUPO 2 (n=10 pares). Periodo de isquemia
caliente de 45 minutos.
GRUPO 3 (n=10 pares). Periodo de isquemia
caliente de 90 minutos.
El estudio experimental realizado se basa en el
siguiente diseno:
1. Premedicacion y anestesia del animal
donante.
2. Incision de laparatomia media xifopubiana.
3. Diseccion de extremo caudal de arteria
Aorta y vena Cava y canulaciéon de ambas.
4. Heparinizacion del animal donante.
5. Provocacion de la parada cardiaca: 30, 45 6
90 minutos.
6. Perfusion renal fria con solucion de Wiscon-
sin.
7. Extraccion renal y cirugia de banco.
. Preservacion a 4 °C durante 6 horas.
9. Preparacion del animal receptor.

0
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10.
11

Nefrectomia bilateral en el receptor.

. Implante del injerto renal. Fin del periodo
de isquemia fria.

Control y seguimiento durante 5 dias post-
operatorios.

13. Sacrificio del animal al quinto dia.

Modelo experimental: se ha optado por la pro-
vocacion de la parada cardiaca mediante la inyec-
cion intravenosa de 20-30 mEq de CIK. Se trata
de un método sencillo y rapidamente eficaz para
lograr un periodo de isquemia caliente homogé-
neo y bien controlado, esto permite su reproduci-
bilidad en todos los grupos del estudio.

Los pares de animales son divididos en 4 gru-
pos. Se detallan a continuacion las caracteristi-
cas de cada grupo:

GRUPO O (n= 5 pares). CONTROL. Extraccion
a corazon latiente del rinén donante posterior a la
perfusion renal con un litro de solucion fria de
UW y almacenaje en nevera a 4°C durante 6 horas,
tras las cuales se realiza el trasplante.

GRUPO 1 (n=10 pares). Periodo de parada car-
diaca de 30 minutos seguido de perfusion renal
con un litro de solucién fria de UW.

GRUPO 2 (n=10 pares). Periodo de parada car-
diaca de 45 minutos seguido de perfusion renal
con un litro de solucién fria de UW.

GRUPO 3 (n=10 pares). Periodo de parada car-
diada de 90 minutos seguido de perfusion renal
con un litro de solucion fria de UW.

12.

TECNICA QUIRﬁRGICA EN EL
DONANTE

En la laparatomia xifopubiana se disecan la
arteria Aorta y la vena Cava en su extremo mas
distal para la canulacion y previa a la heparini-
zacion del animal a dosis de 3 mg/kg peso, se
provoca entonces la parada cardiaca mediante la
inyeccion intravenosa de 20-30 mEq de CIK. En
el grupo control del estudio se extraen los rifiones
a corazon latiente, una vez perfundidos con UW,
sin periodo de isquemia caliente.

Tras los minutos de isquemia caliente corres-
pondientes a cada grupo (30, 45 y 90 minutos) se
procede a la perfusion fria “in situ” de los rifiones a
través de la arteria aorta con un litro de Solucion
de Wisconsin. Previamente, se habia ocluido la
aorta por debajo del tronco celiaco y se habia liga-
do la arteria mesentérica superior. Se liga la vena
cava inferior por debajo de las venas renales.
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Una vez se estima finalizado el periodo de perfu-
sion fria, se procede a la extraccion de los rinones.

CIRUGIA DE BANCO

La arteria renal tendra un patch de aorta y la
vena renal de cava.

Los rifiones ya preparados se colocan en una
bolsa de 6rganos estéril con suero Ringer Lactato
“pilé” a 4 °C y se introducen en una nevera por-
tatil con abundante hielo que la rodeara. Perma-
neceran durante 6 horas hasta su colocacion en
el receptor.

TECNICA QUIRURGICA EN EL
RECEPTOR
Nefrectomia bilateral en el receptor
Se practica inicialmente una pequena incisiéon
de lumbotomia izquierda extraperitoneal hasta
llegar al rifdn izquierdo, realizando nefrectomia.
Seguidamente se practica una incision pararrec-
tal derecha extraperitoneal disecando el rinén
derecho y el hilio y la pelvis renal, ligando el pedi-
culo renal en bloque y seccionando la via renal a
nivel de pelvis preservando el uréter propio.

Implante de un rifion
Se coloca el rinén derecho donante a nivel del

retroperitoneo del cerdo receptor. Se realiza disec-
cion de la vena cava inferior y de la aorta ligando
los vasos linfaticos a nivel de la zona donde reali-
zaremos la anastomosis: generalmente en el terri-
torio comprendido entre bifurcacion de los vasos
renales y bifurcaciéon de los vasos iliacos.

Primero se realiza la anastomosis término-
lateral entre vena renal; en segundo lugar la
anastomosis término-lateral entre arteria renal
con patch de aorta y aorta. Ambas anastomosis
se realizan con sutura continua 180 ° con mono-
filamento irreabsorvible Prolene 6 ceros; la cara
posterior por dentro y la anterior por fuera. La
reconstruccion del tracto urinario se realiza con
sutura continua mediante pieloureterostomia
dejando tutorizada ésta con un pig-tail.

La analgesia se realiza con Meperidina intra-
muscular (50-100 mg) durante la fase del des-
pertar.

El tratamiento inmunosupresor se inicia des-
pués de la induccion anestésica con una dosis de
250 mg de metilprednisolona y 1,5 mg/kg de aza-
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tioprina. Antes de la reperfusion renal, se admi-
nistran 250 mg de metilprednisolona de nuevo. A
partir de las 24 horas, se administra ciclosporina
oral a dosis de 20 mg/kg/dia hasta el dia del
sacrificio.

El sacrificio del animal se realiza con Tiopen-
tal so6dico y Cloruro potasico (20-30 mEq) por via
endovenosa el quinto dia del trasplante.

DETERMINACIONES ANALITICAS Y
BIOPSIAS

Momentos de la recogida de muestras

Las muestras de sangre y de tejido renal se

obtienen en los siguientes momentos definidos.

1. En el animal donante una vez colocados los
catéteres, antes de iniciar la parada cardia-
ca. Sirve como muestra basal (B) del propio
animal (sangre, orina y biopsias).

2. Al final del periodo de parada cardiaca (PC).
Traduce la lesion aparecida durante todo el
periodo de isquemia caliente (sangre y biop-
sias).

3. Inmediatamente antes de la reperfusion
vascular en el animal receptor, durante la
realizacion del trasplante (PR). Traduce la
lesion después del periodo total de isquemia
(sangre y biopsias).

4. Una hora después de la reperfusion vascu-
lar (1R). Traduce la lesion por isquemia-
reperfusion (sangre y biopsia).

5. Al primer dia (1D), sélo se obtiene una
muestra de sangre (bioquimica) para con-
trol evolutivo.

6. Al tercer dia (3D), también Unicamente se
obtiene una muestra de sangre con el
mismo fin.

7. Al quinto dia (SD), en el animal supervi-
viente (sangre, orina y biopsias) (Figs. 2 y
3).

Marcadores de lesion celular renal

Desde el punto de vista biologico, la lesion renal
se manifiesta como un aumento de la creatinina
sérica que se traduce clinicamente en una insufi-
ciencia renal postoperatoria de diferente grado. Para
cuantificar el nivel de creatinina a lo largo del estu-
dio, se obtienen en cada momento 6 ml de sangre
que se depositan en un tubo al vacio (Vacutainer) y
se deja a temperatura ambiente. Posteriormente se
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DONANTE RECEPTOR

ISQUEMIA FRIA

Basal Paro* Perfusiéon Extraccion Implante 1D
1 1 1

1 1 11 1 1
r T T T 1F L T T 1
Grupo 1: 30 minutos de parada cardiaca. Grupo 2: 45 min de PC. Grupo 3: 90 min de PC.
Grupo 0: sin PC

FIGURA 2. Esquema de las diferentes fases del estudio.

DONANTE RECEPTOR

ISQUEMIA FRIA

1D 3D 5D

Paro Perfusion  Extraccién

Basal Implante
1

11

IR*a& 1D+ 3D+ SD*#e

T

B * #e PC *#

Fases: B=basal, PC=final de la parada cardiaca, PR=final de la isquemia frfa,

1R=1 h. posreperfusion, 1D=primer dfa, 3D=tercer dia, 5SD=quinto dfa (sacrificio)
*=muestras de sangre (bioquimica, hormonal). #=muestras de tejido renal congelado y formol
+=muestra de sangre (bioquimica). #=muestra de tejido renal congelado. #=muestra de orina

FIGURA 3. Esquema de las diferentes fases del estudio y
momentos de toma de muestras.

centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos; el plas-
ma se almacena en alicuotas de 1 ml en microtubos
Eppendorf y se congela a —20°C.

Marcadores del estado energético celular

La valoracion de la reserva energética renal
consiste en cuantificar la energia acumulada en
la célula renal. Varios parametros reflejan el esta-
do energético del tejido: el nivel de ATP tisular, el
nivel del total de nucleotidos de la adenina y la
carga energética tisular (CE).

El nivel de ATP celular indica el nivel de ener-
gia que dispone el tejido. La carga energética
representa la habilidad de los mecanismos tisu-
lares para producir energia y esto se correlaciona
con la funcion mitocondrial. Es decir, indica el
potencial intacto del tejido para producir energia
en detrimento de la cantidad del sustrato que
dispone/ATP o precursores.

En los momentos del estudio se obtiene una
biopsia renal que se congelara rapidamente a
—170°C en nitrogeno liquido con el fin de detener
el rapido proceso de degradacion del ATP.
Seguidamente, se guarda en un tubo de Nunc de
3 ml dentro de una nevera portatil de nitréogeno
liquido para su traslado y posterior almacena-
miento en un container grande.
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Estudio histolégico

La lesion renal es evidenciable desde el punto
de vista histologico como degeneracion y/o
necrosis. Las biopsias en cufia que se obtienen
del rin6on a lo largo del proceso experimental se
guardan en un tubo Eppendorf que contiene for-
mol al 10% para su examen histologico al micros-
copio optico.

METODOS ANALITICOS Y
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Pruebas bioquimicas

La determinaciéon de la creatinina sérica y en
orina se realiz6 mediante la reaccion cinética
tamponada de Jaffé sin desproteinizacion en un
analizador Cobas Mira S (Roche).

El principio de este método se basa en que, en
medio alcalino, la creatinina forma con el acido
picrico un complejo de color amarillo rojizo. La
intensidad del color es directamente proporcional
a la concentracion de creatinina y se determina
fotométricamente a 500 nm. La imprecision del
método para la creatinina sérica se determiné en
dos sueros control comercial (Precinorm y
Precipath, Roche) a dos niveles de concentracion.
La imprecision intraserie fue del 1% y la interse-
rie del 1,7% a los dos niveles.

Método analitico para la determinacion de
nucleétidos de la adenina y sus derivados
metabdlicos

La concentracion de ATP y de los nucleétidos
derivados de su degradacion metabdlica se han
determinado, en el tejido renal, por cromatogra-
fia liquida de alta resolucion (HPLC)*6.

Se ha elegido este método por considerar que
se trata de una técnica de mayor sensibilidad
que los métodos enzimaticos, y sélo requiere de
pequenas muestras de tejido para su cuantifica-
cion.

Procesamiento

A las muestras de tejido renal se les anadio
acido perclérico (1 ml, 0,6 N) a una temperatura
de 4 °C con la finalidad de homogeneizar y sepa-
rar los compuestos de interés de la matriz protei-
ca. Posteriormente, las biopsias fueron homoge-
nizadas con un sistema Polytron 10 ST durante
3x10 segundos manteniendo el medio a 4°C me-
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diante inmersion de las muestras en bano de
hielo. Tras centrifugacion a 1500 rpm durante 5
minutos manteniendo la temperatura, el sobre-
nadante obtenido (0,5 ml) fue neutralizado con
carbonato potasico al 9% hasta obtener un pH 7
(0,3 ml). Una vez transcurridos 15 minutos, se
realizé una segunda centrifugacion en frio para
separar el precipitado del perclorato potasico for-
mado.

El extracto neutralizado obtenido fue diluido a
la mitad con tampon de dihidrogenofosfato de
amonio 0,10 M (fase movil), e inyectado para su
analisis en el sistema cromatografico.

Andlisis cualitativo y cuantitativo por

cromatografia en fase reversa

La determinacion de las concentraciones de
los nucledtidos y sus derivados se realizo
mediante HPLC en columna de fase reversa de 20
cm de longitud y 0,4 cm de diametro interno
empaquetadas con Nucleosil C.18, de 5 microme-
tros de diametro de particula.

Para la fase movil se utilizo6 un tampon dihi-
drogenofosfato de amonio 0,10 M preparado a
partir de 6,7 ml de acido fosférico (PO4H3) al 85%
por litro y amoniaco (NH4) al 25% hasta alcanzar
un pH=6. El flujo se mantuvo a 1 ml/mi.

Una vez obtenidos los cromatogramas, se iden-
tificaron los metabolitos de las muestras en estu-
dio, mediante la comparacion de los tiempos de
retencion en la columna con los tiempos obtenidos
de una mezcla de estandares de ATP, ADP, AMP,
hipoxantina y xantina de concentraciéon conocida.

Las concentraciones de las sustancias en
estudio (expresadas en mmol/ml de extracto), se
obtuvieron por extrapolacion de las areas del cro-
matograma sobre rectas de calibraciéon construi-
das a partir de cinco concentraciones distintas de
estandares.

A partir del valor de las concentraciones de
nucleotidos en las biopsias se calcula para cada
muestra de tejido renal la proporcion sobre el
basal de cada nucleétido y derivados (ATP+ADP+
AMP+Hipoxantina+Xantina) en cada fase del es-
tudio y la carga energética de adenilatos (CE).
Para esta ultima, se ha empleado la siguiente for-
mula de Atkinson descrita en la literatura*”:

CE = (ATP + 1/2 ADP) / (ATP + ADP + AMP)
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Muestras histolégicas

Procesamiento de las muestras

Se obtuvieron muestras en cada una de las
etapas del estudio:

Basal (B), final de isquemia caliente o parada car-
diada (PC), final de isquemia fria (PR) y 5° dia (SD).

El examen anatomopatologico se realizo con el
microscopio optico. El material para microscopia
optica fue fijado en una solucién de formol al
10% e incluido en parafina. La inclusion se reali-
z6 con un procesador de tejido Citadel 2000 de
Shandon. El punto de fusién de la parafina utili-
zada fue de 58°-60°C.

Los bloques de tejido parafinado fueron corta-
dos con un microtomo de rotacion de Reichert-
Jung 2035 hasta obtener cortes de tejido con un
espesor aproximado de 3 micras. Estos cortes fue-
ron desparafinados y tenidos con Hematoxilina-
Eosina.

Valoracion anatomopatolégica de las muestras

Para clasificar los rifiones en viables y no via-
bles se siguio el criterio anatomopatologico en la
muestra histologica tomada al 5° dia. Se definio
como Rinon no viable: aquel que presentaba
necrosis cortical. Esto se comparé con la evolu-
cion clinica del animal y la existencia o no de diu-
resis (habiamos observado orinar al cerdo y/o
presentaba orina al SD en pelvis renal).

A continuaciéon se exponen los criterios anato-
mopatologicos tedricos que se han seguido para
clasificar el grado de las lesiones a nivel de las
diferentes células de la nefrona y vasos, detecta-
das en las muestras de biopsias renales obteni-
das en los diferentes tiempos evolutivos.

Valoracion de la necrosis

Se realiz6 de modo cualitativo. La necrosis corti-
cal fue valorada como presente o ausente y en los
casos en que se observo necrosis cortical parcial se
describi6 el porcentaje de area afectada respecto al
total de la muestra estudiada. Muestra una afecta-
cion difusa de todos los componentes de la corteza
renal. Los cambios tipicos de necrosis consisten,
basicamente, en una marcada eosinofilia celular
global con preservacion de los limites celulares.

La necrosis tubular aguda fue valorada en 4
grados (0: ausente, 1: leve, 2: moderada, 3: seve-
ra) en funcion de la extension y severidad de las
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lesiones observadas en el examen histologico de
las muestras. Result6 dificultosa de evaluar en
los casos en que se observo algiin signo de recha-
zo. Se manifiesta caracteristicamente por un
edema en la region intersticial acompanado de
un escaso infiltrado inflamatorio que no afecta a
las células tubulares. Frecuentemente, los tubu-
los muestran lesiones leves y focales que consis-
ten en dilatacién de la luz tubular y adelgaza-
miento del citoplasma de las células epiteliales
tubulares. El borde luminal “en cepillo” de las
células tubulares se halla alterado, estando par-
cial o totalmente ausente. También puede obser-
varse ruptura de la membrana basal y fenémenos
de apoptosis en multiples puntos de la nefrona. A
diferencia de la necrosis cortical, no se observa
afectacion de los glomérulos y vasos, aunque oca-
sionalmente se evidencian trombos de fibrina en
los vasos intraglomerulares. En ocasiones, se
pueden apreciar fenomenos de regeneracion
tubular con aumento del tamafno nuclear y pre-
sencia de nucleolo evidente.

Valoracion del rechazo

Se realizé segun los criterios de Banff corres-
pondientes a la revision de 199748:

Criterios cuantitativos para:

Tubulitis (“T”)

TO No células mononucleadas en los timulos

T1 Focos con 1 a 4 células/seccion tubular o
10 células tubulares

T2 Focos con 5 a 10 células/seccion tubular

T3 Focos con >10 células/seccién tubular,

o presencia de al menos 2 areas de membrana
basal destruida acompanada por inflamaciéon
i2/i3 y t2 tubulitis en otra parte de la biopsia

Inflamacion Intersticial por mononucleares (“i”)

I0 Inflamacion inexistente o trivial (<10% del
parénquima afecto)

I1 10 al 25% de células inflamatorias en el
parénquima

12 26 al 50% del parénquima inflamado

I3 >50% del parénquima inflamado

Indica la presencia de un nuimero remarcable de
eosinofilos, polimorfonucleares y/o células
plasmaticas.
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Glomerulitis temprana del injerto (“g”)
GO No glomerulitis

G1
G2

Glomerulitis en la minoria de glomérulos

Glomerulitis segmental o global (25-75% de
glomérulos)

G3 Glomerulitis global en todos o casi todos los

glomérulos

Arteritis intimal (“V”)
VO No arteritis

V1 Arteritis intimal media-moderada en, al menos,

una seccion arterial

V2 Arteritis intimal severa con pérdida, como
minimo, del 25% del area luminal de, al

menos, una seccion arterial transversa

V3 Cambio fibrinoide arterial y/o arteritis
transmural con necrosis del musculo liso

de la media

Valoracion de otras lesiones observadas

En algunas muestras se observaron evidentes
lesiones de pielonefritis aguda. Ello dificulté la
evaluacion de las lesiones propias del dano por
isquemia-reperfusion. En los casos en que la
muestra se tomoé en el animal muerto, se observo
autolisis.

Método de analisis estadistico de los

resultados*9-51

En el estudio individual de las variables, éstas
se expresaron en tanto por uno respecto al valor
basal. De este modo, se consigue evaluar el cam-
bio experimentado en cada fase independiente-
mente del valor inicial y relativizar la evolucion
temporal.

Los valores semicuantitavos con los que se
expresaron las lesiones histolégicas, se transfor-
maron a una escala numérica ordinal, donde O
corresponde a ausencia de lesiones, 1 correspon-
de al grado leve, 2 al grado moderado y 3 al seve-
ro. Los resultados cuantitativos se expresaron
como medias con su error estandar (EE).

La comparacion de las medias en las diferentes
fases del estudio, asi como el efecto de la isquemia
caliente, se realizo con el analisis de la variancia o
mediante el método de Kruskal-Wallis.
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El analisis de la variancia se llevo a cabo com-
probando previamente si se cumplian las condi-
ciones de aplicabilidad: normalidad de las varia-
bles (se realiz6 el test de normalidad de Ander-
son-Darling) y homogeneidad de la variancia (se
comprobé mediante el test de Bartlett ). También
se realiz6 un analisis de los residuos. Para la
comparacion de medias entre dos categorias se
uso6 el método de Fisher.

Cuando no se pudo aplicar el analisis de la
variancia, se us6 un método no parameétrico, el
test de Kruskal-Wallis. En este caso, para la com-
paracion de medias entre dos categorias se uso el
método Mann-Withney.

Se tomo6 como significacion estadistica p<0,05.

RESULTADOS
Analisis de la supervivencia segin el
tiempo de isquemia
La supervivencia a los 5 dias del trasplante,
obtenida en los diferentes grupos y en funcién del
tiempo de parada cardiaca (PC), esta reflejada en
la Figura 4 y en la Tabla 1.

120
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40 1

GO G2 G3

O Supervivencia (%) E Mortalidad (%)

FIGURA 4. Supervivencia de los animales.

Tabla 1. Numero de casos por cada grupo de isquemia
en funcion de la supervivencia

Supervivencia Total % Supervivencia
No Si

Grupos GO (0) 0 5 5 100%
segin G1 (30) 0 10 10 100%
tiempo de G2 (45) 1 9 9 90%
isquemia  G3 (90) 4 6 6 60%
(min)

Total 5 30 35 85,7%
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Analisis de la viabilidad del 6rgano segin

el tiempo de isquemia

La viabilidad de los 6rganos a los S5 dias del
trasplante, obtenida en los diferentes grupos y en
funcién del tiempo de parada cardiaca (PC) queda
reflejada en la Figura 5 y en la Tabla 2.
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FIGURA 5. Viabilidad de los 6rganos.

Tabla 2. Numero de casos por cada grupo de isquemia
en funcién de la viabilidad

Viabilidad Total % Viabilidad
No Si
Grupos GO (0) 0 5 5 100%
segiin G1 (30) 2 8 8 80%
tiempo de G2 (45) 2 8 8 80%
isquemia G3 (90) 4 6 6 60%
(min)
Total 8 27 35 77,1%

Analisis de los marcadores

El estudio de cada marcador se dividi6 en tres
partes:

1. Efecto de la isquemia caliente sobre la variable

Se estudia fase a fase la existencia de diferen-
cias de la variable entre los diferentes grupos del
estudio: Control: O minutos de isquemia (GO), 30
minutos de isquemia caliente (G1), 45 minutos
(G2) y 90 minutos (G3).

2. Evolucion temporal de la variable

Se analiza la evolucion de la variable a lo largo
de las fases. Si no se apreciaron diferencias entre
los grupos de isquemia caliente, se analizé la evo-
lucién temporal conjuntamente. Si hubo diferen-
cias, se estudi6 cada grupo de forma individual.
El grupo control se analiz6 siempre por separado.
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3. Relacién entre la variable con la viabilidad

del 6rgano

Se estudia en cada fase la existencia de dife-
rencias de la variable entre los 6rganos viables y
no viables y también la evoluciéon temporal de los
mismos.

ESTUDIO DE MARCADORES
BIOQUiMICOS. CREATININA
Efecto de la isquemia caliente
El grupo control y el de 30 min. de isquemia
presentaron niveles de creatinina similares en
cada fase. So6lo se diferenciaron al 1D en que en
el grupo de 30 min. de isquemia fue mas alta la
creatinina de forma significativa. A partir de 45
min., si hay diferencias del nivel de creatinina
con el grupo control en 1D, 3D y SD. El grupo de
90 min. de isquemia presenté en las fases ante-
riores niveles de creatinina superiores al resto de
los grupos, con significacion estadistica. Entre
los grupos de 30 y 45 min. no hubieron diferen-
cias (Fig. 6).
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+ Diferencias significativas respecto al grupo GO (p=0,036) y G3 (p=0,045)

x Diferencias significativas respecto al grupo GO (p=0,006) y G3 (p=0,0247)

* Diferencias significativas respecto al grupo GO (p=0,009), G1 (p=0,045) y G2 (p=0,0247)
® Diferencias significativas respecto al grupo G3 (p=0,049)

¢ Diferencias significativas respecto al grupo GO (p=0,006) y G3 (p=0,0192)

« Diferencias significativas respecto al grupo GO (p=0,022), G1 (p=0,049) y G2 (p=0,0192)
$ Diferencias significativas respecto al grupo G3 (p=0,0262)

# Diferencias significativas respecto al grupo GO (p=0,006) y G3 (p=0,027)

% Diferencias significativas respecto al grupo GO (p=0,001), GI (p=0,0262) y G2 (p=0.027)

FIGURA 6. Efecto de la isquemia sobre la creatinina.

Creatinina y viabilidad del 6rgano

Se estudio la evolucién temporal de los valores
de creatinina en los rifilones viables y en los no
viables (Fig. 7).

Tanto en los 6rganos viables como no viables los
niveles de creatinina aumentan progresivamente
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FIGURA 7. Evolucién de la creatinina en los érganos via-
bles y en los no viables.

hasta 5D. Aunque los rinones no viables presen-
taron niveles de creatinina superiores a los via-
bles en las fases 1D, 3D y 5D, no lo hace esta-
disticamente.

ESTUDIO DEL ESTADO ENERGETICO
CELULAR. ATP. ADP. AMP

Efecto de la isquemia caliente

Se apreciaron diferencias significativas en los
niveles de ATP en la fase PC entre el grupo G1
con el G2 (p=0,027) y el G3 (p=0,0011). Los nive-
les de ATP en los grupos de mayor isquemia son
menores significativamente que en el grupo de 30
min. de isquemia (Fig. 8).
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* Diferencias significativas respecto al grupo G2 (p=0,027) y G3 (p=0,0011)

FIGURA 8. Efecto de la isquemia sobre el ATP.

ATP y viabilidad del 6rgano

Se estudio la evolucion temporal de los valores
de ATP en los rifiones viables y en los no viables.

Los rifiones no viables tenian niveles de ATP
menores que los viables en todas las fases, pero
tanto en PC como en 5D de forma significativa
(Fig. 9).
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* Diferencias significativas con respecto a los 6rganos no viables (p=0,045)

FIGURA 9. Evolucién del ATP en los 6rganos viables y en
los no viables.

En los 6rganos viables y en los no viables, los
niveles de ATP descendieron progresivamente en
PC hasta PR de forma significativa. En la fase 1R
los niveles se recuperan equiparandose a los
basales, Sin embargo, mientras que los rifiones
viables presentaron en 5D un fuerte aumento del
nivel de ATP de forma significativa, los no viables
no lo consiguieron (Figs. 10 y 11).
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IR (p<0,0001) y 5D (p<0,0001)

x Diferencias significativas con respecto a su fase B (p<0,001), PR (p=0,0010),

IR (p<0,0001) y 5D (p<0,0001)

# Diferencias significativas con respecto a su fase PC (p<0,0001), PR (p=0,0001) y 5D
(p=0.0047)

* Diferencias significativas con respecto a su fase B (p<0,001), PC (p=0,0001),

PR (p<0,0001) y IR (p<0,0047)

FIGURA 10. Evolucién del ATP en los érganos viables.

Efecto de la isquemia caliente sobre el ADP

No se apreciaron diferencias significativas
en los valores de ADP entre los grupos GO, G1,
G2, G3, en ninguna de las fases del estudio
(Fig. 12).
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x Diferencias significativas con respecto a las fases B (p=0,036), IR (p=0,0037)
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FIGURA 11. Evolucién del ATP en los 6rganos no viables.

FIGURA 13. Evolucion del ADP en los 6rganos viables y en
los no viables.
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FIGURA 12. Efecto de la isquemia sobre el ADP.

ADP y viabilidad del 6rgano

Se estudio la evoluciéon temporal de los valores
de ADP en los rinones viables y no viables.

Los rinnones no viables tenian niveles de ADP
menores que los viables a lo largo de todas las
fases, pero tanto en PR como en 5D de forma sig-
nificativa (Fig. 13).

Efecto de la isquemia caliente sobre el AMP

Se observaron diferencias significativas en los
niveles de AMP en las fases de PC entre el grupo
G3 con el G1 (p=0,0051) y con el G2 (p=0,0073) y
PR entre el grupo G3 con el GO (p=0,0235), con el
G1 (p=0,0435) y con el G2 (p=0,0140) (Fig. 14).

AMP y viabilidad del 6rgano

Se estudio la evolucion temporal de los valores
de AMP en los rinones viables y en los no viables
(Fig. 15).
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+ Diferencias significativas respecto al grupo G1 (p=0,0051) y G2 (p=0,0073)
* Diferencias significativas respecto al grupo GO (p=0,0235), G1 (p=0,0435) y G2 (p=0,0140)

FIGURA 14. Efecto de la isquemia sobre el AMP.
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FIGURA 15. Evolucion del AMP en los 6rganos viables y en
los no viables.

En los rinones viables se produce un descenso
significativo del nivel de AMP hasta la fase PR con
respecto al nivel basal, alcanzando en 1R niveles
parecidos a los basales, para caer de nuevo al 5D
por debajo de éstos de forma significativa.
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XANTINA E HIPOXANTINA
Efecto de la isquemia caliente
No se apreciaron diferencias significativas en
los valores de la xantina e hipoxantina (XHX)
entre los grupos GO, G1, G2, G3, en ninguna de
las fases del estudio (Fig. 16).

Grupos con isquemia

Se produce un aumento significativo de los
niveles de XHX en PC y PR con respecto a los
basales. Posteriormente descienden, pero que-
dando aun por encima de los basales de modo
significativo (Fig. 18).

12

10

8
b aGo
E 6 oGl

4 BG2

B8G3
* | E—
. |
B PC PR 1R 5D
Fase

No existen diferencias significativas entre los grupos, en ninguna de las fases (p>0,05)

FIGURA 16. Efecto de la isquemia sobre la XHX.

Evolucion temporal del nivel de XHX

Dado que no existen diferencias significativas
entre los grupos G1, G2, G3 en ninguna de las
fases, estudiamos la evolucién temporal del grupo
GO y la de los grupos G1, G2 y G3 conjuntamente.

Grupo GO

Se produce un significativo aumento de los
niveles de XHX en PR con respecto a los niveles
basales, para descender progresiva y significati-
vamente en 1Ry 5D (Fig. 17).
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+ Diferencias significativas con respecto a su fase PR (p=0,045), 5D (p=0,022) y B (p=0.029)
x Diferencias significativas con respecto a su fase 1R (p=0,022), PR (p=0,035) y B (p=0,027)

FIGURA 17. Evolucion de la XHX en el grupo GO.
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FIGURA 18. Evolucion de la XHX en los grupos con isquemia.

XHX y viabilidad del 6rgano

Se estudio la evolucion temporal de los valores
de la XHX en los rifiones viables y en los no viables.

Los riflones no viables tenian niveles de XHX
muy superiores a los viables en 5D, de forma sig-
nificativa (Fig. 19). En los rifiones viables y no
viables, los niveles de XHX de aumentaron de
forma significativa con respecto a los basales en
las fases PC hasta PR. En la fase 1R se produce
un descenso significativo. Sin embargo, al 5D los
rifilones viables no modificaron sus niveles, mien-
tras que los no viables los aumentaron.
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Diferencia significativa con respecto a los 6rganos viables (p=0,01)

FIGURA 19. Evolucion de la XHX en los 6rganos viables y
en los no viables.
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CARGA ENERGETICA GLOBAL
Efecto de la isquemia caliente
No se apreciaron diferencias significativas en
los valores de la carga energética (CE) entre los
grupos GO, G1, G2, G3, en ninguna de las fases
del estudio (Fig. 20).

CE y viabilidad del 6rgano

Se estudio la evoluciéon temporal de los valores
de la CE en los rifiones viables y en los no viables
(Fig. 21).

Tanto o6rganos viables como no viables pre-
sentaron pérdida de carga energética tras PC y
PR, que recuperan de forma significativa en 1R.
Sin embargo, los 6rganos viables contintan esta
recuperacion en 5D mientras que los no viables
se frenaron, existiendo en esta fase una diferen-
cia significativa entre ambos: los 6rganos viables
presentaron mayor carga energética.

ESTUDIO HISTOLOGICO
Muestras intraoperatorias
Los cambios observados en las muestras
intraoperatorias (basal, final de parada cardiaca
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No existen diferencias significativas entre los grupos, en ninguna de las fases (p>0,05)

FIGURA 20. Efecto de la isquemia sobre la CE.
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FIGURA 21. Evolucién de la CE en los 6rganos viables y
en los no viables.

54

y final de isquemia fria) no fueron destacables.
Unicamente destacé la presencia de una vacuoli-
zacion citoplasmatica e hinchazon celular en
algunas muestras correspondientes al final de
isquemia fria. Se trata de lesiones que, en princi-
pio, son reversibles. La vacuolizacion debida a la
isquemia plantea el diagnostico diferencial con la
que, en ocasiones, se produce durante el proce-
samiento histologico habitual de las muestras.

Muestras al quinto dia

Grupo control

No se observaron cambios de necrosis cortical
en ninguno de los animales del grupo. Unica-
mente, de los cinco animales del grupo, destaca-
ron dos casos de necrosis tubular aguda leve
(NTA leve) (Tabla 3). Se observaron signos leves
de tubulitis en tres animales. Un animal presen-
to6 signos de rechazo vascular.

Grupo de 30 minutos de isquemia

Se observo necrosis cortical en dos animales;
en uno de ellos con afectacion del 10% y en el
otro del 100% de la muestra. Cinco animales pre-
sentaron NTA: dos moderada y tres leve. Tres
animales no presentaron necrosis (ni tubular ni
cortical). Los cambios de tubulitis, glomérulos e
intersticio fueron leves. Se evidenci6 dos casos de
rechazo vascular.

Grupo de 45 minutos de isquemia

Dos animales presentaron necrosis cortical. 6
animales presentaron NTA; 5 leve, 1 severa. Dos ani-
males no presentaron ningun tipo de necrosis. Los
cambios observados a nivel de tubulos, glomérulos.

Grupo de 90 minutos de isquemia

En este grupo se evidenciaron los cambios
mas destacables. Cuatro casos mostraron necro-
sis cortical aunque tan sélo en dos fue del 100%.
En los otros dos casos fue parcial y se acompa-
naba de NTA muy marcada. Tan sélo un caso no
evidencié cambios de NTA. La afectacion intersti-
cial y tubulitis fue moderada o grave. No se evi-
denci6 lesion glomerular ni rechazo vascular

DISCUSION
El tiempo de isquemia caliente influyé en la
supervivencia de los animales. El grupo control y
el de 30 min. de isquemia tuvieron 100% de
supervivencia. El grupo de 45 min un 90% y el
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Tabla 3. Evaluacion del diagnéstico final en muestras del 5° dia

Grupo Histologia normal NTA leve NTA moderada NTA severa Necrosis cortical
GO 3 2 0 0 0

G1 3 3 2 0 1(10%) 1(100%)
G2 2 5 0 1 2

G3 1 2 3 0 4

grupo de 90 min un 60%. Los animales supervi-
vientes estuvieron sometidos a un tiempo medio
de isquemia de 37,5 min mientras que los que
murieron tuvieron un tiempo medio de isquemia
de 81 min. Observamos, de forma estadistica-
mente significativa, que a mayor tiempo de isque-
mia mayor mortalidad.

Sorprendentemente, el tiempo de isquemia
caliente de hasta 90 min, no llega a influir, de
forma decisiva.

La evolucion del nivel de creatinina a lo largo
de las fases del estudio es similar entre los gru-
pos con isquemia y el grupo control. En los pri-
meros, la elevacion del nivel de creatinina, y por
consiguiente, el empeoramiento de la funcién
renal se produce de forma mas precoz, ya en la
fase de revascularizacion, mientras que en el
grupo control se produce al primer dia.

Aunque el tiempo de isquemia caliente influye
en el nivel de creatinina (a mayor tiempo de
isquemia, mayor nivel de creatinina) no acaba de
ser decisivo con respecto a la viabilidad del rinén
(no hubieron diferencias significativas del valor
de la creatinina entre 6rganos viables y no via-
bles). La funcion renal se altera pero no hasta el
punto de que se pierda la viabilidad del rifion.

Esta elevacion del nivel de creatinina es la tra-
duccién bioquimica del dafio tubular renal que
experimenta el 6organo como consecuencia de la
lesion. Numerosos trabajos clinicos ponen de
manifiesto que pacientes trasplantados renales
con NTA presentan niveles mas elevados de a-GST
que aquellos que tienen funcién renal normal®2-56,
También la concentracion urinaria del enzima f3-
NAG es un marcador con gran especificidad y sen-
sibilidad diagnoéstica de dafio tubular en pacientes
trasplantados con NTA y/o rechazo como demues-
tran otros trabajos clinicos.

En general, se observo una buena correlacion
entre los resultados obtenidos en el estudio bio-
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quimico y el histolégico. Se ha de hacer hincapié
en que los resultados observados en la histologia
fueron sorprendentemente muy diferentes a
aquellos que nosotros, a priori, esperabamos
encontrar al inicio del disefio del estudio.

Se esperaba que la gran mayoria de los 6rga-
nos sometidos a 90 minutos de isquemia calien-
te mostraran necrosis cortical al 5° dia, es decir,
que no fueran viables. Y que en el grupo de 45
minutos hubiera un 50% de casos de necrosis
cortical.

Se empezaron a detectar cambios histolégicos,
pero de una forma muy leve, en algunas biopsias
tomadas al final de la isquemia fria. El rinén es
mas resistente a la isquemia que otro tipo de
organos como, por ejemplo el higado cuya histo-
logia si que se ve afectada de forma mas precoz®’.
Se pudo observar, en algunas muestras, la pre-
sencia de una vacuolizacion citoplasmatica e hin-
chazoén celular que, en principio pueden ser atri-
buibles a lesion reversible por la isquemia total.
No obstante, plantean el diagnoéstico diferencial
con fenémenos de vacuolizacion celular que pue-
den ser ocasionados por el procesamiento histo-
logico habitual de las muestras. Podria relacio-
narse este hallazgo con el aumento de creatinina
que ya se detecta tras la revascularizacion en los
grupos con isquemia. En las muestras tomadas
al 5° dia ya se ponen de manifiesto completa-
mente las lesiones histologicas.

A medida que aumenta el tiempo de isquemia
caliente, se intensifican los cambios histolégicos,
aumentando el porcentaje de necrosis cortical y
la intensidad de necrosis tubular aguda, de tal
forma que: el grupo control no presenté ningun
caso de necrosis cortical, el de 30 minutos de
isquemia un caso de necrosis cortical 100% y
otro 10%, el de 45 minutos dos casos de necrosis
cortical y el de 90 minutos cuatro casos de necro-
sis cortical. En el grupo control y de 30 minutos
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de isquemia hubieron tres casos sin ningun tipo
de necrosis, en el de 45 minutos dos casos y en
el de 90 minutos un caso. El grupo de 90 minu-
tos fue el mas afectado; también fue el que pre-
sento6 los niveles de creatinina mas elevados.

Al igual que en otros estudios experimenta-
les*6:58,59-64 en este trabajo se comprob6 que el
estado energético renal es uno de los parametros
afectados como consecuencia del dano por isque-
mia-reperfusion en el trasplante. Se ha realizado
un analisis del metabolismo de las purinas cal-
culando los niveles de adeninnucleétidos y sus
productos de degradacion mediante HPLC.
Maessen®® utilizé esto para intentar averiguar el
tiempo de isquemia caliente de rinones donantes
y decidir sobre su viabilidad clinica.

Al estudiar el estado energético, observamos
que tras la fase de isquemia caliente el nivel celu-
lar de ATP y ADP decrece con respecto a la suma
total de nucleotidos al comparar con los niveles
basales. Esto es debido a que el ATP sufre una
degradacion rapida y progresiva transformando-
se en sus derivados metaboélicos (xantina e hipo-
xantina) por lo que en la misma fase se detecta
un aumento significativo de los mismos. La caida
que experimenta el AMP tras la isquemia calien-
te no es significativa con respecto al nivel basal
excepto cuando la isquemia caliente ya es de 90
minutos.

En relacion a lo anteriormente citado,
observo también, tras parada cardiaca, una dis-
minucion significativa de la carga energética con
respecto a los valores basales. La carga energéti-
ca representa el balance entre energia consumi-
da y generada.

Tras la preservacion en frio, tanto en el grupo
control (sin isquemia caliente) como en el resto,
continuaron cayendo los niveles de ATP y ADP
como lo habian hecho tras la parada cardiaca. La
carga energética también disminuyé. Y al igual
que ocurria tras la parada cardiaca, los derivados
metabdlicos xantina e hipoxantina aumentaron
en el grupo control o se mantuvieron en el grupo
de isquemia reflejando la transformacion de los
adeninnucleétidos en ellos.

En resumen: los niveles de ATP y ADP al igual
que la carga energética descienden tras la parada
cardiaca e isquemia fria mientras que aumentan
los derivados metabolicos de éstos.

Se
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Tras la reperfusion, se produce un incremen-
to de los niveles de ATP, ADP e incluso AMP recu-
perandose la carga energética, todo ello de forma
significativa (excepto en el grupo control en que el
AMP disminuye). Los metabolitos xantina e hipo-
xantina seguiran el camino inverso. La restaura-
cion del flujo sanguineo a los tejidos isquémicos
hace que las células puedan recuperar el nivel de
adeninnucleétidos si no tenian dano irreversible.

Los niveles basales de ATP y carga energética
eran inferiores a los del 5° dia. Tabet y otros
autores también habian observado este hecho en
su trabajo experimental en higado®®. Segiin estos
autores, el ayuno previo a la intervenciéon afecta-
ria la reserva de glucégeno reduciendo la dispo-
nibilidad de fructosa, que es el sustrato para la
formacion de ATP. Al 5° dia postrasplante habria
mejorado el estado nutricional del animal.

Todos los rifiones no viables presentaron niveles
menores de ATP y ADP a lo largo del estudio siendo
esta diferencia significativa tras parada cardiaca
(ATP) e isquemia fria (ADP) y al quinto dia ambos.

Se deduce de nuestros resultados que, en
cuanto a la carga energética, es la isquemia calien-
te en siy no la duracion de ésta lo que influye, (no
se observan diferencias significativas entre los
diferentes grupos de isquemia). Ahora bien, esto
no se cumple en cuanto a los adeninnucle6tidos
ATP y AMP. En concreto, con respecto al ATP, el
grupo de isquemia de 30 minutos presento niveles
de ATP mayores que el de 45 min. y 90 min. tras
parada cardiaca. Se podria decir que a mayor
tiempo de isquemia caliente se produce mayor
caida del nivel de ATP con respecto al basal. En
cuanto al AMP, el grupo de mayor tiempo de isque-
mia (90 minutos) present6 niveles mas bajos tras
parada cardiaca que el resto de los grupos.

En todos los grupos controles, en los que no
hay isquemia caliente, tanto la carga energética,
como los adeninnucleé6tidos (ATP y ADP) descien-
de tras isquemia fria de forma significativa.

Por lo tanto, tanto la isquemia caliente como
la fria afecta a la caida de los adeninucleétidos.

Podriamos conseguir una verdadera aplica-
cion clinica de estos resultados sobre el estado
energético del organo mediante el uso de la reso-
nancia magnética espectroscopica con P9 que
nos permitiria poder evaluar la viabilidad del 6rga-
no, de forma muy rapida, antes del trasplante®.
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Al analizar el estado energético mediante HPLC
se ha podido demostrar la relacién de éste con la
viabilidad del 6rgano. No obstante, usando esta
técnica, es imposible obtener resultados dentro
del margen de tiempo clinico disponible entre la
extraccion y el implante.

Sin embargo, la resonancia magnética espec-
troscopica con P%7 puede ser un medio no invasivo
de evaluar la integridad del o6rgano donante de
forma aislada antes del implante; aunque con
menos especificidad que la HPLC o los analisis
enzimaticos, debido a la superposicion de ciertos
metabolitos al usar clinicamente campos magnéti-
cos fuertes. Durante el almacenamiento en frio, el
ATP rapidamente se defosforila para convertirse en
ADP y P inorganico. El ADP se defosforilara, a su
vez en AMP el cual contribuye al pico de PME (fos-
fomonoesteres)/Pi (fosforo inorganico) del espectro
de la resonancia magnética. La mayor ventaja de
usar esta técnica es el poder medir los metabolitos
energéticos casi instantaneamente durante el
intervalo de tiempo entre la extraccion del 6rgano y
su posterior implante.

CONCLUSIONES

1. El tiempo de isquemia caliente influye en la
supervivencia de los animales.

2. El tiempo de isquemia caliente no influye,
de forma decisiva, sobre la viabilidad del
organo; sorprendentemente, afecta menos
de lo esperado

3. El tiempo de isquemia caliente influye en la
histologia del 6rgano, pero no de la manera
en que se podria esperar.

4. La isquemia caliente y fria afecta al estado
energético celular.

5. Los niveles de adeninnucleétidos y carga
energética (estado energético celular) estan
implicados en la viabilidad del érgano. Los
rifiones viables tuvieron mayor nivel de ade-
ninnucleo6tidos: ATP (tras parada cardiaca y
quinto dia), ADP (tras isquemia fria y quinto
dia) y carga energética (quinto dia) que los
rinones no viables, de forma significativa.

Anexo: (El presente estudio ha recibido financiacion
del Fondo de Investigacion Sanitaria 1998, Fundacié
Catalana de Trasplantament, Premio Fundacién de
Investigacion en Urologia, Premio Fin de Residencia HCP y

Tesis Doctoral de Pilar Luque Galvez).
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