
UNIVERSIDAD DE GRANADA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FACULTAD DE MEDICINA 
DEPARTAMENTO DE MEDICINA INTERNA 

 

 

 

TESIS DOCTORAL 
 

 

EFECTO PROTECTOR DEL PRECONDICIONAMIENTO 
CON TRIYODOTIRONINA EN UN MODELO 

EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA/REPERFUSIÓN RENAL 
EN RATAS 

 

 

 

 

 

 

ANA CARLA FERREYRA LANATTA 
Granada, 2013 

 
 



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor:  Ana Carla Ferreyra Lanatta
D.L.: GR 874-2014
ISBN: 978-84-9028-909-9



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

D. JOSÉ FÉLIX VARGAS PALOMARES, DOCTOR EN MEDICINA Y 

CIRUGÍA POR LA UNIVERSIDAD DE GRANADA Y CATEDRÁTICO DEL 

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA. FACULTAD DE MEDICINA. 

UNIVERSIDAD DE GRANADA. 

 

 

 

Certifica: Que los trabajos efectuados en la elaboración de la Tesis 

Doctoral titulada: “EFECTO PROTECTOR DEL PRECONDICIONAMIENTO 
CON TRIYODOTIRONINA EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE 
ISQUEMIA/REPERFUSIÓN RENAL EN RATAS”, presentada por Ana 

Carla Ferreyra Lanatta, han sido realizados bajo mi supervisión y dirección, 

reuniendo las condiciones académicas necesarias para su presentación 

para optar al grado de Doctor. 

 

Y para que conste donde proceda, firmo la presente en 

 

Granada, a  4 de Noviembre de 2013 

 

 

 

 

Fdo. José Félix Vargas Palomares 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

D. ANTONIO OSUNA ORTEGA, DOCTOR EN MEDICINA Y 

CIRUGÍA POR LA UNIVERSIDAD DE GRANADA, PROFESOR TITULAR 

Y JEFE DE LA UNIDAD DE GESTIÓN CLÍNICA DE NEFROLOGÍA DE 

GRANADA. 

 

 

 
 
Certifica: Que los trabajos efectuados en la elaboración de la Tesis 

Doctoral titulada: “EFECTO PROTECTOR DEL PRECONDICIONAMIENTO 
CON TRIYODOTIRONINA EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE 
ISQUEMIA/REPERFUSIÓN RENAL EN RATAS”, presentada por Ana 

Carla Ferreyra Lanatta, han sido realizados bajo mi supervisión y dirección, 

reuniendo las condiciones académicas necesarias para su presentación 

para optar al grado de Doctor. 

 

Y para que conste donde proceda, firmo la presente en 

 

Granada, a  4 de Noviembre de 2013 

 

 

 

 

                                                                               Fdo. Antonio Osuna Ortega 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

D. FRANCISCO O´VALLE RAVASSA, DOCTOR EN MEDICINA Y 

CIRUGÍA POR LA UNIVERSIDAD DE GRANADA Y PROFESOR TITULAR 

DEL DEPARTAMENTO DE ANATOMÍA PATOLÓGICA. FACULTAD DE 

MEDICINA. UNIVERSIDAD DE GRANADA. 

 

 

 

Certifica: Que los trabajos efectuados en la elaboración de la Tesis 

Doctoral titulada: “EFECTO PROTECTOR DEL PRECONDICIONAMIENTO 
CON TRIYODOTIRONINA EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE 
ISQUEMIA/REPERFUSIÓN RENAL EN RATAS”, presentada por Ana 

Carla Ferreyra Lanatta, han sido realizados bajo mi supervisión y dirección, 

reuniendo las condiciones académicas necesarias para su presentación 

para optar al grado de Doctor. 

 

Y para que conste donde proceda, firmo la presente en 

 

Granada, a  4 de Noviembre de 2013 

 

 

 

 

Fdo. Francisco O´Valle Ravassa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

PUBLICACIONES 

Los resultados de esta Tesis Doctoral han sido parcialmente publicados 

en: 

 

§ Ferreyra C, O'Valle F, Osorio JM, Moreno JM, Rodríguez I, Vargas F, Osuna 

A. Effect of preconditioning with triiodothyronine on renal 

ischemia/reperfusion injury and poly(ADP-ribose) polymerase 

expression in rats.Transplant Proc. 2009; 41(6): 2073-5. 

§ C. Ferreyra Lanatta, R. Perez Abud, F. O’Valle, J.M. Osorio, F. Vargas, I. 

Rodriguez, A. Osuna. Effect of preconditioning with triiodothyronine on 

renal ischemia-reperfusion injury. 1st International Meeting on Ischemia 

Reperfusion Injury in Transplantation, Poitiers (París-Francia) Mayo 3-4, 

2012. Comunicación oral. 

§ C. Ferreyra Lanatta, F. O’Valle, I. Rodriguez, R. Wangensteen Fuentes, F. 

Vargas, A. Osuna. Protective effects of preconditioning with 

triiodothyronine on renal ischemia/reperfusion injury in rats.  3rd ESOT 

Basic Science Meeting. 13rd TTS Basic Science Symposium, Paris (Francia) 

Noviembre 6-7, 2013. 

 

Los resultados completos han sido publicados en: 

 

v Ferreyra C, Vargas F, Rodríguez-Gómez I, Pérez-Abud R, O'Valle F, Osuna 

A. Preconditioning with triiodothyronine improves the clinical signs 

and acute tubular necrosis induced by ischemia/reperfusion in rats. 

PLoS One. 2013; 8(9): e74960.  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

El doctorando Dña. Ana Carla Ferreyra Lanatta y los directores de la tesis D. 

Félix Vargas Palomares, D. Antonio Osuna Ortega y D. Francisco O’Valle 

Ravassa, garantizamos, al firmar esta tesis doctoral, que el trabajo ha sido 

realizado por el doctorando bajo la dirección de los directores de la tesis y 

hasta donde nuestro conocimiento alcanza, en la realización del trabajo, se han 

respetado los derechos de otros autores a ser citados, cuando se han utilizado 

sus resultados o publicaciones. 

 

 

                            Granada, a 4 de Noviembre de 2013. 

        

 

Directores de la Tesis 

 

 

 

Fdo.: Félix Vargas P.        Fdo.: Antonio Osuna O.      Fdo.: Francisco O’Valle R. 

 

 

Doctorando 

 

 

 

Fdo.: Ana Carla Ferreyra L. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

AGRADECIMIENTOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                

ABREVIATURAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 



AA: ascorbato 
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1. CONSIDERACIONES GENERALES 

 

En la mayoría de los órganos, incluyendo el riñón, la isquemia transitoria es 

la mayor causa de daño tisular.  Aunque la isquemia por sí misma puede inducir 

un daño importante, se sabe que las lesiones van a producirse durante el periodo 

de reperfusión. La contribución relativa  del componente de reperfusión sobre el 

daño total es, al parecer, dependiente de la duración del periodo isquémico. En 

algunos casos  la reperfusión puede constituir tanto como las dos terceras partes 

del total del daño (Ratych y Bulkley, 1986). 

En el riñón, el daño post-isquémico se manifiesta como necrosis tubular 

aguda (NTA), la cual constituye la expresión morfológica común del fracaso renal 

agudo (FRA), y se produce por una deprivación del aporte normal de oxígeno (O2) 

y nutrientes a las células epiteliales tubulares (Thadhani y cols., 1996; Schrier y 

cols., 2004).  El grado y la extensión del daño isquémico son dependientes de la 

duración y severidad de la isquemia. Cuando la isquemia es subletal, se observa 

mayoritariamente un desprendimiento de células a la luz tubular, con fenómenos 

de apoptosis y necrosis en menor medida. En isquemias prolongadas se observan 

apoptosis y necrosis como daño primario. 

Los riñones son particularmente susceptibles al daño isquémico en varias 

situaciones clínicas tales como: el trasplante renal (Hoste y Kellum, 2006), el 

tratamiento de aneurismas suprarrenales (Ellenberger y cols., 2006), las 

reconstrucciones de la arteria renal, la nefropatía inducida por contraste (Wong e 

Irwin, 2007), la parada cardiaca y el shock. En el shock hipovolémico, el riñón está 

expuesto a un periodo imprevisible de isquemia caliente, la cual puede ocasionar 
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daño en 30-45 min. El trasplante renal, por otra parte, es una situación más  

predecible, en la cual los órganos, por necesidad, son sometidos a cortos 

periodos de isquemia caliente  y más largos periodos de isquemia fría.  

Una de las razones de la sensibilidad renal frente a la isquemia es que la 

microvasculatura renal es altamente compleja y debe cumplir con una alta 

demanda energética. Bajo condiciones normales, el suministro de O2 a los tejidos 

renales excede a la demanda. Bajo condiciones patológicas, sin embargo, el 

delicado balance entre el aporte y la demanda de O2 se altera fácilmente debido a 

la disposición única de la microvasculatura renal. 

El estudio de los procesos de isquemia/reperfusión (I/R) renal, así como la 

investigación de posibles medidas terapéuticas cobra especial interés en la 

actualidad en el campo de los trasplantes renales. En los últimos años asistimos a 

un cambio bastante marcado en el perfil de los donantes: progresivo aumento de 

la edad media y de la patología como era de esperarse, órganos con mayor 

tiempo de isquemia y la inclusión de programas de donación en asistolia, 

características todas que constituye lo que podría denominarse “donante con 

criterios expandidos”. Los injertos de estos donantes son más sensibles a los 

procesos de I/R, con una alta incidencia de NTA, conduciendo, en la mayoría de 

los casos, a la presencia de función retardada del injerto (FRI) (Najarian y cols., 

1994; Nicholson y cols., 1996). La FRI se define como la necesidad de 

hemodiálisis en la primera semana  postrasplante inmediato; se presenta en un 

50% de los trasplantes renales y es la primera causa de riñones no funcionantes. 

Esta circunstancia dificulta el manejo del tratamiento inmunosupresor del receptor, 
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asociándose a una mayor incidencia de rechazo agudo así como disminución de 

la supervivencia del injerto y del paciente.  

Como consecuencia del daño por I/R, se produce una  alteración del riñón 

a trasplantar provocando una NTA en mayor o menor grado que puede afectar la 

función y viabilidad del órgano, incluso llegar a necrosis cortical con la pérdida 

definitiva de éste. 

En este contexto, identificar qué pacientes presentan más factores de 

riesgo de desarrollar un FRA a fin de aumentar y mejorar los cuidados peri 

operatorios, es lo único que se ha mostrado levemente eficaz para reducir la 

incidencia y la morbimortalidad relacionada con la FRI en el trasplante renal 

(Liaño y Pascual, 1996). 

El desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que sean capaces de 

prevenir y/o mejorar la recuperación del FRA constituye, en la actualidad, una 

necesidad primordial. Para ello, se hace indispensable un mayor conocimiento de 

los factores protectores y promotores de daño renal secundario al síndrome de 

I/R.   

 

 

2. SINDROME DE ISQUEMIA-REPERFUSION (I/R) 

 

Se define como el proceso que sufre un órgano sometido temporalmente a 

la falta de flujo sanguíneo y que posteriormente es reperfundido con sangre 

oxigenada. 

Puede dividirse en tres fases o tiempos bien definidos: 
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a. Isquemia caliente: tiempo transcurrido desde la asistolia o clampaje 

de la aorta y la colocación del tejido en la solución fría de transporte. 

b. Isquemia fría: Intervalo transcurrido, en horas, entre la perfusión del 

órgano, con la solución de preservación fría a 4º C, y el desclampaje 

arterial en el receptor (paso de la sangre del receptor por el órgano 

del donante, tras finalizar la anastomosis venosa y arterial). 

c. Reperfusión: es la restauración del suministro sanguíneo al tejido 

isquémico. 

El resultado de este proceso es una agresión tisular secundaria a la anoxia, 

a la deprivación de metabolitos y al acúmulo de sustancias de deshecho del 

metabolismo, que conduce a la muerte celular. 

En los donantes a corazón parado (donantes en asistolia) la lesión por I/R 

es más importante, dado que se añade un tiempo de isquemia caliente, más o 

menos prolongado, a la habitual isquemia fría, de manera que existe un mayor 

riesgo para la viabilidad del injerto a corto y largo plazo. 

La isquemia produce “per se” daño celular y se continúa con un posterior 

deterioro debido a la reperfusión. Por tanto, la entrada de sangre oxigenada 

puede ser más perjudicial para el órgano que la falta de la misma. 

 

2.1. FASE DE ISQUEMIA 

2.1.1. Generalidades 

La deprivación de O2 y nutrientes in vivo produce a nivel celular una serie 

de alteraciones en el metabolismo y la estructura celulares. 
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Varios mecanismos han sido propuestos para explicar el daño tisular que 

ocurre en el tejido renal post-isquémico.  

El primer mecanismo, el de la depleción de adenosintrifosfato (ATP), 

propone que la isquemia conduce a una rápida depleción de ATP celular,  con la 

consecuente pérdida de  los sistemas de transporte activo de ATP y, 

subsecuentemente, fallo en el mantenimiento de los gradientes iónicos, llevando a 

un daño celular irreversible.  

Un segundo mecanismo que ha sido propuesto para explicar el daño tras la 

I/R, es la afluencia primaria de calcio (Ca2+) dentro de la célula  durante la 

reperfusión (Fig. 1).  Todo ello, a su vez, conlleva alteraciones en el citoesqueleto 

y modificaciones en proteínas de uniones intercelulares y a la membrana basal, 

entre otras (Ratych y Bulkley, 1986; Devarajan, 2005). 
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Figura 1. Alteraciones celulares en la isquemia. 
 

 

 

2.1.2. Niveles de Adenosintrifosfato (ATP) 

EL ATP es generado en las mitocondrias por fosforilación oxidativa, y libera 

la energía hidrolizándose a adenosindifosfato (ADP) cuando es necesario. En 

situaciones de deprivación deO2, se produce la inhibición de la fosforilación 

oxidativa a nivel mitocondrial, con escasa formación de ATP, quedando 
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paralizadas todas las funciones celulares que requieran energía, y se estimula la 

glicólisis anaerobia formándose ácido láctico e hidrogeniones, dando lugar a la 

acidosis intracelular. Esto provoca la activación de los enzimas de los lisosomas 

conduciendo a la autolisis y muerte celular. 

En 1981 Granger y cols. propusieron, por primera vez, un mecanismo 

molecular para explicar la producción de lesiones en el síndrome de I/R (Molitoris, 

2004). Durante el periodo de isquemia se produce consumo de ATP por parte de 

las células para mantener la homeostasis (Fig. 2). El ATP es catabolizado a ADP 

y a adenosinmonofosfato (AMP). El AMP, a su vez, se cataboliza a hipoxantina, 

con el consiguiente acúmulo de esta última. La carga energética de las células 

cae y éstas no son capaces de mantener el gradiente iónico entre sus 

membranas, redistribuyéndose el Ca2+ hacia el interior de la célula y aumentando 

la concentración del mismo en el espacio intracelular. Los acúmulos de enzima 

xantina-oxidasa y de sus sustratos: hipoxantina y xantina, durante el periodo de 

isquemia, parecen ser los acontecimientos necesarios para producir la lesión en 

las células durante la posterior re-oxigenación, puesto que llegará el O2 necesario 

para la enzima con la consecuente producción de radicales libres del oxígeno 

(RLO). 

 

 



Introducción 
 

 10 

 
 
Figura 2.Síndrome de isquemia/reperfusión. Los nucleótidos de alta energía se hidrolizan 
progresivamente durante el periodo de isquemia, con la consecuente acumulación de hipoxantina. 
Además, existe una rápida conversión de xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa. En 
consecuencia, tanto ésta como la hipoxantina están presentes en exceso. Durante la reperfusión 
se produce la entrada masiva de O2, a partir del cual se producen los RLO, que son los que 
provocaran la lesión del tejido. Se muestran asimismo (en azul y cursiva) las sustancias capaces 
de proteger frente a esta lesión (Modificado de Granger, Rutili y McCord). 
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2.1.3. Calcio intracelular 

El Ca2+ citoplasmático es un importante segundo mensajero, capaz de 

activar muchas rutas de señalización intracelular, como las mediadas por la 

proteína quinasa C.  

La deprivación de O2 produce un aumento del Ca2+citosólico por 

movilización hacia el  citoplasma del contenido en el retículoendoplásmico e 

incluso por captación de Ca2+ extracelular. La elevación en la concentración de 

Ca2+ intracitoplasmático se ha identificado como marcador de daño en la mayoría 

de las respuestas celulares a injurias agudas, como por ejemplo la isquemia y/o la 

hipoxia. Así, el aumento de Ca2+intracitoplasmático es una situación mediadora de 

muchas patologías de etiología isquémica (Vanderklish y Bahr, 2000). 

En el caso de patologías de origen hipóxico, y más concretamente en la 

NTA de etiología isquémica, el aumento de Ca2+intracitoplasmático induce 

fosforilación de fosfolipasa A2, a través de sus formas calcio-dependientes 

(Kribben y cols., 1994). Estas fosfolipasas activadas alteran la permeabilidad y 

actividad de las membranas e incrementan los niveles de ácidos grasos libres que 

actúan como detergentes de la membrana. 

Durante la isquemia y los primeros momentos de reperfusión se produce 

una situación de acidosis merced al acúmulo de protones de hidrógeno (H+). El 

aumento de estos H+intracelularmente estimula el intercambiador Na+/ H+ que 

elimina H+de la célula introduciendo sodio (Na+). Esto implica un aumento de la 

concentración intracelular de Na+ que la célula intenta balancear mediante la 

activación del intercambiador Na+/Ca2+, que se localiza tanto en la membrana 

citoplasmática como en la membrana mitocondrial, y que retira el Na+ a cambio de 
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internalizar Ca2+, resultando finalmente en una elevación de la concentración de 

Ca2+ intracitoplasmático. Varios estudios han demostrado una progresiva 

acumulación mitocondrial de Ca2+, con una disfunción respiratoria celular 

asociada, durante la reperfusión tras 45 min de isquemia (Arnold y cols., 1985). La 

entrada de Ca2+ a la célula se ha asociado con una activación de las ATP-asas 

estimuladas por Ca2+, lo cual deprime aún más los depósitos de por sí ya 

reducidos de ATP.  

Dos estudios indican el efecto protector de los bloqueantes de los canales 

de Ca2+ en la isquemia renal. Hertle y Garthoff (1985) estudiaron el efecto del 

nisoldipino (un bloqueante de los canales de Ca2+) en riñones de ratas tras 60 min 

de isquemia normotérmica. La administración de este fármaco durante el periodo 

de isquemia mejoró la función renal inmediata y a largo plazo de estos animales, 

e incrementó su supervivencia en un 40%. Sin embargo, la administración post-

isquemia de la droga fue inefectiva. De igual modo, Shapiroycols., en 1985, fueron 

capaces de demostrar que el verapamilo, otro bloqueante cálcico, fue efectivo 

para mejorar el aclaramiento de inulina y la absorción renal de sodio cuando era 

administrado previo al periodo de isquemia. Al igual que en el estudio con 

nisoldipino, el efecto protector de estos agentes se ha visto durante el periodo de 

isquemia y no durante el periodo de reperfusión.  

 

2.2. FASE DE REPERFUSIÓN  

¿Realmente la reperfusión exacerba el daño tisular más allá del que estaba 

destinado a suceder tras la agresión isquémica o simplemente actúa por 

diferentes vías bioquímicas y patológicas?. En otras palabras, ¿es potencialmente 
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salvable la destrucción tisular debida a la reperfusión o ésta simplemente acelera 

el destino de células que ya estaban condenadas?. 

 
 
Figura 3. Lesión por reperfusión. Durante el periodo de isquemia algunas células sufrirán 
cambios bioquímicos y patológicos asociados con la anoxia pero permanecen potencialmente 
viables. Otras serán no viables, estando irreversiblemente dañadas por la isquemia y finalmente 
se necrosarán. Durante la reperfusión, las células potencialmente viables pueden revertir los 
cambios de la isquemia y recuperar su función normal o continuar hacia la necrosis. Estas células 
potencialmente viables constituyen el “campo de batalla” en el periodo de reperfusión. En una 
reperfusión óptima todas estas células serían salvadas. Esta situación ideal no se alcanza 
fácilmente y muchas células serán perdidas (lesión de la reperfusión). En la clínica es difícil 
demostrar si alguna de las células que finalmente se necrosaron  eran realmente “potencialmente 
viables”. Este concepto sólo puede ser establecido si una intervención puede, sin lugar a dudas, 
demostrar que mejora los resultados tras la reperfusión (Modificado de Maxwell y Lip). 
 
 

Durante el periodo de isquemia una gran fracción de células sufrirá 

cambios bioquímicos y patológicos asociados con la anoxia, pero permanecerán 

“potencialmente viables”. Una pequeña fracción  estará “irreversiblemente 

dañada” y al final de la isquemia se necrosará. Al momento de la reperfusión y de 

la readmisión de O2 el grupo de células “potencialmente viables” puede revertir los 

cambios de la isquemia y recuperar su función normal, o avanzar más tarde hacia 

la necrosis. Estas células “potencialmente viables” son, por lo tanto, el “campo de 
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batalla” en el periodo de reperfusión (Fig. 3). Después de la reperfusión es difícil 

saber si las células dañadas eran realmente parte del grupo de células 

potencialmente viables (Maxwell y Lip, 1997). 

2.2.1. Reentrada masiva de oxígeno al tejido 

Cuando el flujo sanguíneo se reinstaura, se produce una reentrada masiva 

de O2 a las células.El exceso de Ca2+intracitoplasmático activa la enzima proteasa 

que cataliza el paso de Xantina-D (deshidrogenasa) a Xantina-O (oxidasa) en 

presencia de NADPH -Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido- (Nauta 

y cols., 1991; Mc Cord, 1983; Granger, 1988). Batelli y cols. ya en 1972 

demostraron que la tasa de conversión es órgano-dependiente, ocurriendo en 1 

min en el intestino de la rata isquémica y en 30 min en el riñón isquémico del 

animal. La Xantina-O es la mayor fuente biológica de producción de superóxidos 

en tejidos postisquémicos (Parks y Granger, 1983), siendo la primera fuente 

documentada de producción de dicho radical. En tejidos no isquémicos, la 

Xantina-D es la mayor enzima responsable de la degradación de la purina. La 

Xantina-D no puede transferir electrones al O2 molecular para formar peróxido de 

hidrógeno o superóxido (O2-), pero puede reducir el NAD+ (Nicotinamida adenina 

dinucleótido). 

 

En condiciones de baja concentración de O2, como ocurre en la fase de 

isquemia, se transforma la Xantino-D en Xantino-O, esta última utiliza 

elO2molecular en lugar del NAD+ produciendo superóxido y peróxido de 

hidrógeno (H2O2): 
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De esta forma se han sintetizado los radicales libres del oxígeno. 

 

3. RADICALES LIBRES DEL OXIGENO (RLO) 

 

Una molécula normal consiste en un par de electrones opuestos en giro 

(spin) y circulando en una misma órbita. 

El radical libre (RL) contiene un número impar de electrones. Si dos RL 

reaccionan entre sí ambos son eliminados, pero si reacciona con una molécula 

normal se produce un nuevo radical. 

Los RLO son metabolitos tóxicos que presentan estados intermedios de 

reducción electroquímica del O2 al agua (Mc Cord, 1985; Bulkley, 1983). Por ello, 

participan en múltiples reacciones ya que pueden servir como oxidantes y como 

reductores. 

 

 
 
Figura 4.Radicales libres de oxígeno 
 
 

Los RLO se producen durante la fase de reperfusión, por lo que la entrada 

de O2 en el tejido es más nociva que la producida por la propia isquemia (Haglund 

y Lundgren, 1978). 
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El organismo normalmente elimina el 95% del O2 transformándolo en agua, 

en una reacción catalizada por la citocromo oxidasa mitocondrial. No obstante, un 

5% del O2 se elimina a través de la denominada reducción univalente del O2, es 

decir, el O2 pierde un electrón cada vez dando lugar a los denominados RLO. 

Durante la hipoxia, por la falta de O2, un gran número de enzimas 

mitocondriales, como la citocromo oxidasa y la manganeso superóxidodismutasa 

(SOD), entre otras, disminuyen su actividad. Estas enzimas son captadoras de 

aniones por lo que su descenso provoca el aumento intracelular en RLO. El 

exceso de RLO provoca daño celular por incrementar la peroxidación de lípidos, 

entre otros mecanismos. Una fuente adicional de RLO dentro de la célula, 

procede de la actividad de enzimas como la Xantina-O, la ferrihemoglobina y la 

nicotinamidaadeninadinucleótido fosfato oxidasa (NADP). Estas enzimas 

aumentan su actividad oxidasa durante la I/R actuando como donadoras de 

electrones y principales fuentes de producción intracelular de RLO, 

fundamentalmente O2- y H2O2. 

 

3.1. EVIDENCIA DE DAÑO RENAL POR RADICALES LIBRES 

Paller y cols. (1984) demostraron un incremento de malondialdehido(MDA), 

producto de la peroxidación lipídica, en todo el riñón de la rata, tras 60 min de 

isquemia y 15 min de reperfusión. Paller y Hebbel (1986) también proporcionaron 

evidencias, in vivo,  de peroxidación lipídica mediante el dosaje de la producción 

de etano tras isquemia renal transitoria. Este ensayo se basa en el hecho de que 

la peroxidación del ácido linoleico por los RLO genera etano, el cual es excretado 

por los pulmones. Los niveles de etano duplicaron la producción basal tras 60 min 
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de isquemia y 10 min de reperfusión, pero a partir de los 60 min de reperfusión la 

excreción de etano comenzó a descender. Paller fue capaz de demostrar, en un 

modelo vivo animal, que la peroxidación lipídica, una medida indirecta de la 

actividad de los RLO, se inicia a los pocos minutos de la reperfusión y acaba 

antes de una hora. 

En un modelo experimental de trasplante renal en conejos, Green y cols. 

(1986) investigaron si existía evidencia de producción de RLO durante la isquemia 

fría y la reperfusión. Utilizaron como líquidos de preservación solución salina 

isotónica o citrato hipertónico frío y conservaron los órganos a 0º durante 24 a 48 

h antes de autotrasplantarlos a los animales. El periodo de reperfusión fue de 60 

min. Realizaron ensayos para valorar peroxidación lipídica a través de la medición 

de las bases de Schiff. Demostraron que no había evidencias de peroxidación 

lipídica  tras 24-48 h de preservación en frío en citrato hipertónico. Sin embargo, 

después de la reperfusión se producía un incremento significativo de la 

peroxidación lipídica. Esto sugiere, nuevamente, el daño renal mediado por RLO 

tras la I/R, incluso después de la preservación por isquemia fría. Hay que destacar 

la importancia del medio de preservación, ya que la conservación en suero salino 

asocia un aumento de la peroxidación lipídica previo a la reperfusión. El hecho de 

que la peroxidación lipídica también ocurra durante el periodo de isquemia sugiere 

que otros sistemas generadores de RLO se han activado en el riñón incluso 

durante el almacenaje en frío.  

Desde el punto de vista químico, el anión O2- es un buen agente reductor 

pero tan solo un moderado agente oxidante. Desde el punto de vista biológico, 

existen numerosas evidencias de la citotoxicidad del O2- en múltiples 
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circunstancias. Puede suceder que a una sustancia con moderada reactividad 

desde el punto de vista químico se le atribuya una considerable toxicidad 

biológica. 

Existen numerosos ejemplos de compuestos de baja reactividad química 

(cloruro potásico, cianuro sódico o la toxina del veneno de cobra) que producen 

reacciones letales cuando son inyectados en un animal. Por tanto, la citotoxicidad 

no siempre es sinónimo de reactividad orgánica (Mc Cord, 1983). 

La toxicidad del O2- es el resultado del ataque directo o indirecto a nivel 

molecular por parte del mismo, o bien, por radicales generados secundariamente 

(Fig. 5) 

Asimismo el H2O2, generado en la pared vascular, está implicado en la 

patogénesis de varias enfermedades vasculares a través de un potente efecto 

vasoconstrictor renal como ha demostrado el estudio de nuestro grupo (Moreno y 

cols., 2010). 

 

3.1.1. Toxicidad directa 

La toxicidad directa puede producirse a través de diferentes mecanismos: 

- Mediante modificaciones de los ácidos nucleicos y rupturas del ADN (Brawn y 

Fridovich, 1980; Fenn y cols., 1957). 

- Mediante despolimerización de mucopolisacáridos y del ácido hialurónico, así 

como degradación del colágeno (Matsumura y cols., 1966). 

- Mediante inactivaciones enzimáticas (Allen y cols., 1973), en particular por 

oxidación de grupos sulfhidrilo, lo cual puede alterar la integridad de las 

membranas. 
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3.1.2. Toxicidad indirecta 

Se manifiesta mediante el proceso de lipo-peroxidación, que constituye la 

oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados contenidos en los fosfolípidos de 

las membranas celulares. De ello resulta una reacción en cadena con formación 

de radicales libres intermedios que son altamente reactivos y, por tanto, 

extremadamente tóxicos (Chen, 1979; Peters y Foote, 1976). Esta reacción en 

cadena finaliza con la formación de aldehídos o por la unión de dos radicales 

lipídicos, o bien, por la formación de un compuesto cíclico. Los productos más 

conocidos son los eicosanoides, ácidos grasos de 20 átomos de carbono, que 

pueden ser de dos tipos: prostanoides (prostaglandinas, tromboxano, 

prostaciclina) y leucotrienos, que derivan del ácido araquidónico por las vías de la 

ciclooxigenasa o de la lipooxigenasa. El ácido araquidónico se sintetiza gracias a 

la acción de la fosfolipasa A2 sobre los fosfolípidos de la membrana celular 

(Hayaishi y Shimizu, 1982; Petrone y cols., 1980). La riqueza en ácidos grasos 

insaturados de las membranas celulares e intracelulares sugiere la gravedad de 

las lesiones de membrana que pueden llevar a la apoptosis (Dormandy, 1983). 
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Figura 5.  Esquema de generación de RLO y mecanismos de daño molecular. 
 
 
4. FISIOPATOLOGÍA DE LA ISQUEMIA REPERFUSIÓN RENAL 

 

4.1 Cambios funcionales en el riñón 

Los principales eventos que suceden tras la reperfusión de un riñón 

isquémico son: una reducción de la tasa de filtrado glomerular (TFG) y una 

disminución del flujo sanguíneo medular. La reducción de la TFG (a menos del 

95% de la normalidad) es significativamente mayor  que la reducción del flujo 

plasmático renal (a menos del 40 a 50% de lo normal). Esto implica que los dos 

procesos ocurren de forma independiente.  El descenso de la TFG puede 

atribuirse a una disminución de la presión de gradiente hidráulico transglomerular 

como consecuencia de la obstrucción tubular postglomerular y/o de reabsorción 
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tubular. El descenso del flujo plasmático medular, por otra parte, se ha atribuido a 

la congestión y atrapamiento de eritrocitos en los capilares de la medula externa. 

 

4.2 Cambios morfológicos en el riñón 

El examen de riñones sometidos a 45-60 min de isquemia caliente, seguido 

de reperfusión, revela una zona hiperémica en el límite interior de la médula 

externa y una zona pálida en el límite exterior de la misma. 

Las microscopias óptica y electrónica han demostrado que la zona pálida 

es debida a una extensa necrosis del tercer segmento del túbulo proximal, que es 

la porción recta del mismo (también llamado segmento S3). Dentro de esta zona 

hay edema intersticial intenso, dilatación y aplastamiento tubular con pérdida del 

borde en cepillo. Además, los túbulos renales aparecen cargados de cuerpos 

citoplasmáticos de varios tamaños. La luz de los túbulos contiene restos del borde 

en cepillo y cilindros(Schrier y cols., 2004; Fig. 6). 
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Figura 6.Cambios tubulares en la fisiopatología de la NTA isquémica. Tras la isquemia y 
reperfusión, ocurrencambiosmorfológicos en los túbulos proximales, incluyendo pérdida de la 
polaridad, pérdida de bordes en cepillo, y redistribución de integrinas y de la ATPasa de la 
superficie apical. El Ca2+y los RLOtambién pueden tener un papel importante en estos cambios 
morfológicos, además de la subsiguiente muerte celular consecuencia de la necrosis y apoptosis. 
Tanto las células viables como las no viables se desprenden hacia la luz tubular, provocando la 
formación de cilindros y obstrucción luminal, contribuyendo a la reducción de la TFG(Schrier y 
cols., 2004). 
 
 

La obstrucción luminal puede explicar en parte la reducción de la TFG que 

ocurre tras la isquemia. Haciendo una descripción más detallada de la distribución 

específica del daño en el segmento S3, se ha observado que la necrosis en esta 

región ocurre en grupos de túbulos localizados  en la porción central baja de la 

médula y en el borde de los límites interno y externo de la médula externa.  

Cuando la lesión es más extensa, sólo los túbulos adyacentes a la vasa recta 
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(vasos sanguíneos que atraviesan la médula externa), fuente de reoxigenación en 

la reperfusión, se salvan del daño (Fig.7). 

 
 
Figura 7. Mecanismo de daño en el segmento S3. La hipoxia relativa en la médula externa 
predispone al daño isquémico en el segmento S3 del túbulo proximal. La rama ascendente del asa 
de Henle, que se localiza en esta región hipóxica del riñón, y, dependiendo la demanda de 
reabsorción tubular, también puede sufrir daño isquémico. Sin embargo, estaría más protegida 
contra la isquemia dado que posee una maquinaria para la síntesis de ATP mayor que la del 
segmento S3 (Scribe y cols.). 
 

La hiperemia medular sería el resultado del impacto de los glóbulos rojos 

en los capilares medulares.  El hecho de que esta acumulación de eritrocitos no 

es secundaria a trombosis de los capilares medulares, se deduce puesto que no 
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se ha podido demostrar la presencia de plaquetas o fibrina y que la heparinización 

previa a la isquemia no previene estos depósitos. 

Un rasgo importante de la patología anteriormente descrita es que los 

cambios morfológicos varían entre diferentes animales sometidos a periodos 

similares de isquemia. La necrosis vista en el segmento S3 es a menudo desigual 

y la hiperemia en la médula externa puede variar desde leve a severa, a pesar de 

condiciones experimentales aparentemente idénticas. Sin embargo, existe una 

correlación estructural y funcional, en tanto que los tejidos que evidencian daños 

morfológicos severos también muestran disturbios funcionales severos. 

Queda claro de lo antes dicho, que la lesión postisquémica del riñón no 

resulta en un daño difuso de todo el parénquima. Las áreas de riesgo dentro del 

riñón son: el segmento S3 del túbulo proximal y los capilares cercanos al límite 

interno de la médula externa. Las consecuencias funcionales de estos cambios 

son: una dramática disminución de la TFG y una moderada reducción del flujo 

sanguíneo medular. 

 

 

5. SISTEMAS ANTIOXIDANTES 

 

5.1. ANTIOXIDANTES ENZIMÁTICOS 

5.1.1. Enzima superóxidodismutasa (SOD) 

El anión O2- es rápidamente transformado en peróxido de hidrógeno 

(H2O2) mediante la enzima superóxidodismutasa (SOD). Las SOD son la 
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primera línea de defensa contra el daño oxidativo. Forman una familia de 

metaloenzimas, en la que se describen tres isoformas: 

a) Cobre-Zinc SOD (Cu-Zn SOD), presente en el citoplasma, dimérica y con un 

peso molecular de 30 kDa; 

b) Manganeso-SOD (Mn SOD) presente en la mitocondria, producida en la matriz 

y en la cara interna de la membrana mitocondrial, tetramérica y con un peso 

molecular de 80kDa (Fridovich, 1995); 

c) SOD Extracelular (ECSOD) que se encuentra en el intersticio, plasma, linfa y 

líquido sinovial, dimérica (Vaziri, 2003). 

En la reacción, una molécula de O2- se oxida dando lugar a O2 molecular, 

mientras que otra se reduce para dar lugar a H2O2.  

 

 

 

5.1.2. Peróxido de hidrogeno (H2O2) 

Una vez formado el H2O2, gracias a la SOD, esta molécula oxidante puede 

encaminarse hacia cuatro senderos: a. metabolizarse a O2 y agua (H2O) gracias a 

la actuación de la enzima catalasa; b. Vía glutatión; c. A través de la reacción de 

Fenton/Haber-Weiss, en presencia de hierro, da lugar a unamolécula de radical 

hidroxilo, y d. Entrar en el campo del sistema enzimático de la mieloperoxidasa 

leucocitaria. 
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5.1.2. a. Metabolización a O2 y H2O. 

Esta reacción está catalizada por la enzima catalasa, hemo-enzima 

tetramérica que contiene 4 grupos ferroprotoporfirínicos por molécula, que 

realizan el intercambio redox (Matés y Sánchez-Jiménez, 1999). Se encuentra en 

los peroxisomas y está presente también en la mitocondria cardíaca (no ha sido 

encontrada en mitocondrias de otros tejidos, incluido músculo esquelético) 

(Turrens, 2003). Es la enzima más detoxificantepara la eliminación de 

H2O2cuando la concentración está aumentada. Debido a sus características 

enzimáticas, no se satura a ninguna concentración. 

Interviene en dos tipos de reacciones: una catalítica, en la que una 

molécula de H2O2 se oxida a O2, y la otra se reduce a dos moléculas de H2O; y 

otra peroxidativa, en la que una molécula de H2O2 se convierte en H2O valiéndose 

de un substrato no específico portador de H+ como reductor -metanol, etanol, 

fenol, ácido fórmico, etc.- (Matés y Sánchez-Jiménez, 1999). 

 

 

 

5.1.2. b. Vía Glutatión 

La isquemia celular conduce a la depleción de glutatión. El glutatión es el 

mayor sulfhidrilo no proteico intracelular, es un tripéptido de ácido glutámico, 

cisteína y glicocola (Barja de Quiroga, 1997) que participa en variedad de 
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procesos metabólicos, de transporte y detoxificación (Fig. 8).  Juega un 

importante rol en el mantenimiento de las proteínas y lípidos celulares en su 

estado funcional. Actúa primariamente para proteger estas importantes 

estructuras contra la amenaza de la oxidación, siempre presente en un ambiente 

anaeróbico. Sus acciones forman parte de la protección frente al daño oxidativo 

(mediante la capacidad reductora del grupo thiólico de la cisteína), regulación de 

la síntesis de proteínas y modificación de actividad enzimática. 

Podemos encontrarlo en forma oxidada (GSSG) y reducida (GSH). Los 

equivalentes reducidos del glutatión son transformados, a expensas de su propia  

oxidación, a su forma conjugada GSSG.  El glutatión es luego regenerado por 

NADPH. Cuando se induce experimentalmente un déficit de glutatión (por 

ejemplo, por un déficit proteico o con dietilmaleato) se exacerban los efectos 

tóxicos del estrés oxidativo (Patterson y Rhoades, 1988).  
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Figura 8. La actividad del glutatión (GSH) como antioxidante intracelular. GSH es regenerado 
desde su forma oxidada (GS-SG) usando equivalentes reducidos provenientes de la vía de la 
pentosa fosfato. GSH tiene importantes roles que incluyen: detoxificación de los oxidantes 
intracelulares, tales como peróxido de hidrógeno, tóxicos intermedios del metabolismo de 
fármacos y peróxidos lipídicos; y regeneración del ascorbato (AA) a partir  del dehidroascorbato 
(DHA), su forma oxidada. El ascorbato es el mayor antioxidante acuoso que depura radicales 
libres directamente y regenera el alfa-tocoferol (TH) a partir de su forma oxidada (T) de la interfase 
lípido-acuosa.  El TH es el mayor antioxidante liposoluble que protege las membranas de los 
ácidos grasos poli-insaturados de los radicales libres, los cuales inician reacciones en cadena en 
presencia de oxígeno, llevando a la formación de peróxidos lipídicos (LOOH). Esto último causa 
disfunción de las membranas. El ascorbato regenerado es liberado en el espacio extracelular 
donde también podría jugar un importante rol en la depuración de radicales libres. Por lo tanto, el 
GSH  juega un rol esencial como antioxidante intracelular e, indirectamente, influye en el estado 
de antioxidación en membranas y fluidos extracelulares (Maxwell y Lip, 1997). 
 
 
 

Dentro del grupo de las enzimas peroxidasas selenio-dependientes, el 

ejemplo más importante es la glutatión peroxidasa (GPx). Dicha enzima cataliza 

la reducción de gran cantidad de hidroperóxidos (ROOH) y H2O2 usando GSH 

(Matés y Sánchez-Jiménez, 1999). 
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Se describen cuatro isoenzimas de GPx que comparten como 

características comunes (Rotruck y cols., 1973): 

a. Actividad enzimática dependiente de selenio. 

b. Residuo de seleno-cisteína que se inserta durante la traslación proteica y que 

da lugar a la actividad enzimática. 

c. Reacción enzimática en la que el selenio (que compone la seleno-cisteina) 

reduce los peróxidos. 

d. Oxidación de selenio seguida de una reducción mediada por el glutatión. 

Encontramos por tanto las siguientes isoenzimas: 

I. GPxcitosólica y mitocondrial (cGPx): parece encontrarse en todos los tejidos, 

pero predomina en eritrocitos, riñón e hígado. Reduce H2O2 y peróxidos orgánicos 

-derivados de ácidos grasos- (Matés y Sánchez-Jiménez, 1999). 

II. GPx fosfolipídica (PLGPx): capaz de reducir hidroperóxidos fosfolipídicos y se 

encuentra en la membrana y el citosol. Se expresa en mayor cantidad en células 

epiteliales renales y testes (Ursini y cols., 1985; 1999). 

III. GPx extracelular (eGPx): ha sido encontrada en plasma sanguíneo, leche 

materna y en lavado alveolar (Matés y Sánchez-Jiménez, 1999; Whitin y cols., 

2002). Reduce hidroperóxidos orgánicos, hidroperóxidos fosfolipídicos y H2O2. 

IV. GPx gastrointestinal (giGPx): se encuentra en células epiteliales del tracto 

gastrointestinal, con propiedades similares a cGPx (Chu y Esworthy, 1995). 

La glutatión reductasa (GR) es una flavoenzima dependiente del NADPH 

que cataliza la reducción del GSSG a GSH, el cual será utilizado por la GPx para 

la reducción del H2O2 y de lipoperóxidos   (LOOH-). Se encuentra en todos los 
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organismos aeróbicos así como en algunas plantas superiores por lo que 

aparenta ser una enzima cuasi universal. 

La GR permite mantener concentraciones de GSH en la célula no sólo para 

ser utilizado por la GPx en la eliminación del H2O2; este GSH es de utilidad en la 

recuperación de las vitaminas C (ácido ascórbico) y E (alfa-tocoferol) luego de 

participar en la eliminación de radicales libres generados in situ o a distancia. El 

GSH interviene además en la detoxificación de compuestos xenobióticos, el 

almacenamiento y transporte de cisteína, la regulación del balance redox de la 

célula, el metabolismo de los leucotrienos y las prostaglandinas, la síntesis de los 

desoxirribonucleótidos, la función inmunológica y la proliferación celular. 

Todos estos mecanismos de defensa intracelulares frente a la generación 

de RLO disminuyen en situaciones de isquemia-hipoxia (Li y Jackson, 2002). 

Durante la isquemia, la acidosis resultante favorece la producción de anión 

O2-capaz de oxidar los ácidos grasos libres de la membrana celular. Para evitarlo, 

la célula pone en marcha enzimas como la SOD reduciendo éste a H2O2. 

Seguidamente, mediante catalasas o por el sistema del glutatión todas estas 

especies acaban generando H2O. La isquemia y la reperfusión alteran esta 

homeostasis: con la isquemia las defensas antioxidantes se ven dañadas, se 

acumula el H2O2 y se genera un exceso del radical hidroxilo que es altamente 

lesivo (Becker, 2004).Además, en situaciones de I/R, los citocromos 

mitocondriales se reducen y transfieren directamente electrones al oxígeno por 

medio de la reducción de ubiquinona a ubisemiquinona mediante la ubiquinol 

citocromo C reductasa (Logue y cols., 2005). 
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Los RLO tienen un papel importante regulando la producción de energía, la 

activación de quinasas implicadas en la supervivencia celular, la regulación de los 

canales iónicos, la señalización de la apoptosis, las respuestas inflamatorias o la 

regulación del tono vascular, entre otros (Becker, 2004). 

5.1.2. c. Reacción de Fenton-Haber Weiss 

En esta vía el hierro va a ser el catalizador del proceso seguido por el H2O2. 

Una molécula de hierro en forma férrica (Fe 3+) se reduce a forma ferrosa (Fe2+) 

pormediación del O2-. 

 

La forma ferrosa a su vez reduce al H2O2 dando lugar al radical hidroxilo 

(OH•),radical libre altamente reactivo. 

 

Al mismo tiempo, H2O2y anión O2- reaccionan, obteniendocomo resultado también 

radical OH•. 

 

El hierro puede ser sustituido por el cobre cambiando entre valencias 2+ y 1+. 

5.1.2. d. Mieloperoxidasa leucocitaria 
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La enzima mieloperoxidasa (MPO) es una hemoproteína de unos 150 kDa, 

tetramérica, glicosilada. Está compuesta por dos protómeros, cada uno de los 

cuales posee una subunidad pesada protoporfirínica de 59-64 kDa, y otra ligera 

de 14 kDa (Nauseef y Malech, 1986). Está presente en neutrófilos y monocitos. 

Se almacena en gránulos azurófilos primarios de leucocitos y se secreta en 

espacio extracelular y en fagolisosomas tras la activación de los fagocitos 

(Klebanoff y Clark, 1978). 

La activación fagocitaria y la secreción de MPO se acompaña de un 

aumento en laformación de anión O2-, a partir de la NADPH oxidasa, y del 

siguiente paso en la reducción univalente del oxígeno, el H2O2. La MPO amplifica 

el potencial  oxidante del H2O2 y lo utiliza como co-substrato en la formación de 

oxidantes a través de un ciclo peroxidasa (Babior, 1978). 

La actividad de la MPO está regulada por: 

a) la tasa de producción de anión O2- 

b) la disponibilidad de H2O2 y otros co-substratos (Klebanoff y Clark, 1978; Kettle 

y Winterbourn, 1997) 

c) la concentración de antioxidantes (Kettle y Winterbourn, 1997; Márquez y cols., 

1990) 

d) la presencia de óxido nítrico (NO) (Abu-Soud y Hazen, 2000), participante en 

lacadena de procesos inflamatorios, en especial en la regulación de las 

propiedadespro-inflamatorias del endotelio y en estados precoces de la migración 

de la célula inflamatoria a los lugares de inflamación; y se entrelaza con el efecto 

oxidativo,siendo intermediario en el mismo como se verá posteriormente. 
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La MPO presenta gran cantidad de estados intermedios, influenciados por 

la disponibilidad para reducir anión O2-, H2O2y NO (Abu-Soud y Hazen, 2000). Su 

estado basal es la forma férrica, y dependiendo del substrato cambiará su estado 

iónico. El substrato más importante es el Cloro, dando lugar a ácido 

hipocloroso(HOCl) (Foote y cols., 1983; Weiss y cols., 1982). Esta capacidad de 

producir oxidantes derivados del cloro es única de MPO en mamíferos. 

 

La reactividad de oxidantes clorinados como el HOCl provocamodificación en 

determinadas moléculas susceptibles, y así encontramos: 

a. cloración de aminas (R-NH2) dando lugar a cloraminas (Thomas y cols., 1982) 

b. cloración de lípidos insaturados (Winterbourn y cols., 1992) 

c. oxidación de grupos thiol y ésteres de thiol (Kettle y Winterbourn, 1997) 

d. oxidación de grupos hemo y grupos hierro-sulfurados (Albrich y cols., 1981) 

e. la interacción con H2O2 da lugar a oxígeno singlete (Krinsky, 1974) 

f. la actuación sobre O2- desemboca en liberación de OH- (Candeias y cols., 

1993). 

La MPO cataliza el paso de tirosina a especie reactiva (Tyr) que participará 

en 

procesos de peroxidación lipídica y formación de productos derivados de la 

misma (ditirosina, tritirosina,etc.), así como la formación de clorotirosina, que 

parece ser el marcador más estable de la acción mieloperoxidativa en relación 

con la aterosclerosis (Hazen y Heineke, 1997), ya que muchos de los productos 
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intermediarios clorados son muy lábiles (p.e.cloraminas), y otros se producen 

también en otras vías distintas a MPO (ditirosina, productos de peroxidación 

lipídica, etc.), lo que hace difícil el estudio de la acción mediada por MPO. 

La tercera gran vía de la MPO en el proceso oxidativo es la generación de 

especies reactivas de nitrógeno (RNS) que es el paso previo a la producción de 

nitrotirosina,molécula que está presente en la íntima de la arteria aterosclerótica y 

recubre la fracción lipoproteica de baja densidad (LDL) en la placa de ateroma 

(Leeuwenburg y cols., 1997). Las RNS generadas por MPO son consecuencia de 

la acción directa de MPO sobre nitritos (molécula estable producto del 

metabolismo del óxido nítrico, NO2-), que los oxida dando lugar a una molécula 

reactiva (NO2, dióxido de nitrógeno) (Eiserich y cols., 1998; Hazen y cols., 1999; 

Van der Vliet y cols., 1997; Fig. 9).  

 

 
 
Figura 9.Potenciales víasdisponibles de los monocitospara la generación de oxidantes 
derivados del •NO- (Hazen y cols., 1999). 
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El otro mecanismo de oxidación de NO2- se produce por la acción del ácido 

hipocloroso (HOCl) generado por MPO (Eiserich y cols., 1996). La reacción de 

estas especies descritas y peroxinitritos, RNS formados por la reacción de NO y 

anión O2-, con la tirosina libre o constituyente de proteínas tiene como resultado 

nitrotirosina. 

5.2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS 

Son moléculas no proteicas de pequeño peso y se dividen en: 

antioxidantes hidrosolubles y liposolubles. 

5.2.1. Antioxidantes hidrosolubles 

5.2.1. a. Flavonoides y polifenoles 

Proceden de la dieta y tienen beneficiosimportantes sobre la función 

vascular (Duffy y cols., 2001), pero se absorben poco y son metabolizados 

rápidamente, presentando una modesta actividad antioxidante in vitro. 

5.2.1. b. Vitamina C (ascorbato) 

La mayor parte de los animales pueden sintetizar ascorbato a partir de la 

glucosa,pero algunos primates y el hombre perdieron la enzima para el último 

paso de la biosíntesis (L-gulonolactona oxidasa). 

El ascorbato es cofactor para gran cantidad de enzimas participantes en 

reacciones de hidroxilación. Actúa como agente reductor capaz de aumentar la 

actividad enzimática con el mantenimiento del hierro en estado ferroso, sin 

embargo, esta acción que in vitro es pro-oxidante (Halliwell, 1996), in vivo, no se 

observa, ya que se demuestra cómo protege biomoléculas incluso después de la 

suplementación de hierro (Carr y Frei, 1999; Berger y cols., 1997). Es necesario 

para la biosíntesis de colágeno a través de la prolina y lisina hidroxilasas, en su 
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ausencia el colágeno formado está insuficientemente hidroxilado, dando lugar a 

vasos sanguíneos frágiles. 

El ascorbato en plasma es considerado el antioxidante hidrosoluble más 

efectivo (Frei y cols., 1990). Su acción antioxidante se basa en la anulación de 

radicales libres a través de la donación de un electrón seguido de un protón, para 

dar lugar a un producto no radical reducido, y por otra parte radical ascorbil, que 

rápidamente se convierte en ascorbato y ácido dehidroascórbico. Ambos son 

reducidos vía glutatión para mantener la biodisponibilidad de la vitamina C (May, 

1997; Mendiratta y cols., 1998), que a su vez mantiene la forma reducida 

protectora GSH (acción sinérgica) (Tamba y O´Neill, 1991). La vitamina C inhibe 

la peroxidación de LDL. Esto lo consigue gracias al bloqueo de H2O2 (Barclay y 

cols., 1989) y radicales proteicos (Deterding y cols., 1998) que inician la oxidación 

de LDL, así como co-actuando como antioxidante junto con el α -tocoferol de la 

LDL (Frei y cols., 1990). Presenta a su vez la capacidad de reducción de tocoferol 

(α-TO·) a hidrotocoferol (α-TOH). El ascorbato también neutraliza en parte la 

oxidación producida por el ácido hipocloroso (HOCl) (Carr y cols., 2000), esta 

protección es menor incluso frente a peroxinitritos (ONOO-) (Kurz y cols., 2003). 

Por otra parte esta vitamina aumenta la vida media y la concentración de la 

tetrahidrobiopterina, con la consiguiente estabilización de eNOS y la disminución 

en lasíntesis de O2- (Huang y cols., 2000). 

5.2.1. c. Ácido úrico 

Es producido por la oxidación de hipoxantina y xantina catalizada por la 

Xantino-O y D. Se presenta como urato a pH fisiológico y puede bloquear 

directamente RLO, como el oxígeno singlete, -OH y radicalesperoxil (Ames y 
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cols., 1991) así como CO3- y -NO2 derivados de peroxinitritos (Squadrito y cols., 

2000). Se une a metales de transición, hecho que influye en la peroxidación de 

LDL en la pared vascular. 

La reacción de urato con oxidantes con un electrón negativo da lugar a 

radical urato que puede ser reducido por ascorbato. 

5.2.1. d. Bilirrubina 

La bilirrubina libre o unida a proteínas reduce α -TO· e inhibe la 

peroxidación lipídica en LDL y en plasma (Neuzil y Stocker, 1994). Protege frente 

a la oxidación proteica (Neuzil y Stocker, 1993) y el daño oxidativo celular (Wu y 

cols., 1991; 1992). 

5.2.2. Antioxidantes liposolubles 

5.2.2. a. Vitamina E 

Vitamina E y α -tocoferol (α-TOH) son términos que se utilizan 

incorrectamente de formasimilar, ya que α -TOH es sólo una de las ocho formas 

de los tocoferoles. α -TOH se localiza en membranas y lipoproteínas y  es el 

mayor antioxidante que contiene la LDL. Inactiva al radical peroxil (LOO·) 

mediante una reacción que da lugar a productos no reactivos. Reacciona a su vez 

con oxígeno singlete, derivado de HOCl y peroxinitritos. 

El α-TO· es reducido por el ascorbato de forma rápida así como por otros 

agentes reductores como ubiquinoles (Mukai y cols., 1990), bilirrubina (Neuzil y 

Stocker, 1994), ácido cafeico, 2-hidroxiestradiol y epinefrina que permiten el paso 

a α-TOH (Witting y cols., 1996). 
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5.2.2. b. Coenzima Q10 

Pertenece a la familia de las ubiquinonas. Se encuentra en todas las 

membranascelulares y en las lipoproteínas (Ernster y Dallner, 1995). Es un 

agente fundamental en la producción de ATP mitocondrial y en el mantenimiento 

del pH lisosomal (Crane, 2001). La forma reducida puede inhibir la oxidación 

lipídica y proteica en las membranas celulares (Forsmark-Andrée y cols., 1995). 

 

 

6. MECANISMOS DE REPARACIÓN DE DAÑO POR I/R 

 

La I/R a través de los RLO produce daño en el ADN, esto hace que se 

active la enzima Poli-ADP-ribosa-polimerasa (PARP-1) produciendo la reparación 

del ADN. La activación de la PARP-1 produce un consumo de  NAD (+) 

intracelular que se restituye consumiendo ATP;  dado que en la I/R severa el ATP 

está disminuido, la expresión de PARP-1 produce el efecto contrario, provocando 

la necrosis celular. 

Nuestro grupo ha  estudiado la expresión de PARP-1 en biopsias de 

trasplantes con FRA, encontrando una alta expresión de esta enzima en los 

injertos con mayor tiempo de isquemia y una baja expresión en injertos con 

tiempo de isquemia menor, hecho  que predice la recuperación de la función renal 

durante el primer mes (O'Valle y cols., 2004). 

 

 

 



Introducción 
 

 39 

6.1. Poli ADP-ribosapolimerasa (PARP) 

PARP-1, también denominada ADP-ribosa transferasa (ADPRT) o Poli-

ADP ribosa sintetasa (PARS), cataliza la transferencia de unidades de ADP-ribosa 

procedentes del sustrato NAD+ sobre los residuos carboxílicos de glutámico y 

aspártico de una serie de proteínas nucleares (D'Amours y cols., 1999). Esta 

modificación transitoria de proteínas nucleares, entre las cuales se encuentra la 

propia PARP-1, constituye un tipo de modificación postraduccional necesaria para 

la activación de una serie de procesos celulares.  

PARP-1 se activa principalmente en respuesta a daños en el ADN 

generados por diferentes agentes genotóxicos, tales como radiación ionizante, 

agentes alquilantes y/o radicales libres; aunque recientemente se han descrito 

estímulos diferentes al daño en el ADN, como infección, estrés y hormonas 

derivadas de esteroides, que son también activadores de la enzima en lugares 

muy específicos de los cromosomas (Shall y De Murcia, 2000; Tulin y cols., 2002). 

La poli-ADP ribosilación de proteínas mediadas por PARP-1 es, por tanto, 

una modificación covalente de proteínas nucleares que se realiza de una forma 

rápida (menos de 1 minuto) pero transitoria, y permite a estas proteínas modificar 

su función biológica en un momento determinado. Esta enzima se encuentra 

altamente conservada en la escala filogenética, aunque no existen evidencias de 

su presencia en levaduras (D'Amours y cols., 1999). 

La formación del polímero requiere de tres etapas básicas (O'Valle y cols., 

2004; Fig. 10): primero, una de mono-ADPribosilación del sustrato; segundo, de 

una etapa de elongación del polímero, y tercero, de una ramificación del mismo 

(Álvarez-González y cols., 1999). Para ello, PARP-1 posee estas tres actividades 
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enzimáticas. La degradación del polímero sintetizado se lleva a cabo por la 

enzima Poli-ADP-ribosa Glicohidrolasa (PARG) y la Poli-ADP ribosa liasa. La 

primera de ellas es la responsable de la hidrólisis de los enlaces glicosílicos, 

mientras la segunda hidroliza los enlaces éster (D'Amours y cols., 1999). Una vez 

detectado el daño, PARP-1 se une al ADN, activándose e iniciándose la síntesis 

del polímero y ocasionando la modificación postrasduccional de una serie de 

proteínas implicadas en la reparación del mismo.  

 

Figura  10. Proceso de síntesis y degradación de PARP-1. 
 
 
 

Los niveles constitutivos del polímero son normalmente muy bajos  en 

células sin estimular; en presencia de daño del ADN los niveles pueden aumentar 

entre 10 y 500 veces sobre su nivel basal. La automodificación que sufre la propia 

PARP-1 regula su actividad enzimática y su unión al ADN. Se ha propuesto un 

modelo para explicar la disociación de la proteína de las zonas de unión al ADN 
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tras su automodificación (100). El modelo se basa en la repulsión electroestática 

ocasionada por automodificación de la propia PARP-1 mediante el polímero, lo 

que le confiere una gran carga negativa a la enzima, produciendo su inactivación 

y la electro-repulsión entre PARP-1 y el ADN. A continuación, la enzima PARG 

llevaría a cabo la degradación del polímero, esto permite de nuevo que la enzima 

PARP-1 esté lista para otro ciclo de activación en respuesta a daños en el ADN. 

 

6.2. Estructura de la PARP-1 

Esta proteína funcionalmente se divide en tres dominios, aunque 

estructuralmente se ha dividido en seis dominios (A, B, C, D y F). El dominio 

estructural A o dominio de unión al ADN, situado en el extremo amino terminal, es 

a través del cual se produce   la interacción de PARP-1 con el ADN, lo cual 

estimula la actividad catalítica de la enzima  (Lindahl y cols., 1995). Esta 

interacción se realiza a través de dos estructuras en dedos de zinc denominadas 

FI y FII.  

El dominio C-terminal o dominio catalítico F es el más conservado de la 

escala filogenética, revelando relaciones evolutivas con otras enzimas ADP-

ribosiltransferasas. Posee estructuras laminares en donde se une a NAD+. 

6.3. Funciones de la PARP-1 

Gracias al desarrollo de inhibidores farmacológicos de PARP-1 y de 

ratones deficientes en esta proteína se ha podido demostrar que la enzima PARP-

1 está involucrada en diversos procesos tales como la reparación y replicación del 

ADN, transcripción génica, muerte celular y respuesta inflamatoria (Figs. 11 y 12). 
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Figura 11. Proceso de activación de PARP-1 
 
 
 
 
 
 
 

En una célula las concentraciones de NAD+ y ATP son cruciales para que 

la muerte celular se produzca por apoptosis o por necrosis (Virág y Szabó, 2002). 

La diferencia más importante entre apoptosis y necrosis quizá sea la 

desintegración precoz de la envoltura celular o membrana plasmática, de tal 

forma que en la necrosis todo el contenido celular escapa a los tejidos 

ocasionando una respuesta inflamatoria a su alrededor. 
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Figura 12. Funciones de PARP-1. 
 
 
 

Con niveles leves o moderados de daño en el ADN, PARP-1 actúa 

como un factor de supervivencia implicado en la detección del daño en el ADN y 

en su reparación, sin el riesgo de arrastrar genes mutados. Por el contrario, con 

grandes niveles de daño en el ADN, PARP-1 promueve mecanismos de muerte 

celular (Burkle 2001). Así, la intensidad del estímulo genotóxico, determinará el 

destino celular (Jagtap y Szabó 2005) (Fig. 13). 
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Figura 13. La intensidad del estímulo de daño del ADN determina el destino celular: 
supervivencia, apoptosis o necrosis. Dependiendo de la intensidad del estímulo, PARP-1 
regula tres rutas diferentes. En el caso de daño leve en el ADN, la poli(ADP-ribosil)ación facilita la 
reparación del ADN y por lo tanto, la supervivencia (ruta 1). Estímulos genotóxicos más intensos 
activan la apoptosis para eliminar células con ADN dañado (ruta 2). Un daño en el ADN muy grave 
puede causar sobreactivación de PARP-1, lo que agota los niveles celulares de NAD+ y ATP, 
bloqueando la apoptosis y favoreciendo la necrosis (ruta 3). La inhibición de PARP-1 en células 
que entran en la ruta 1 impide la reparación y, por tanto, las desvía a la ruta 2 (flecha discontinua 
de la izquierda). La inhibición de PARP-1 en células que entran en la ruta 3 conserva los niveles 
de energía celular y permite el proceso de apoptosis (flecha discontinua de la derecha). Adaptado 
de Jagtap y Szabó 2005. 
 
 
6.4. PARP-1 en la inflamación 

En los procesos patológicos derivados de diferentes respuestas 

inflamatorias, la inhibición farmacológica de PARP-1 o bien su bloqueo genético 

confiere protección frente a estos fenómenos. Esto se ha comprobado en 

numerosos modelos experimentales , tales como aquellos derivados de daños por 
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I/R, shock séptico o hemorrágico, diabetes y procesos inflamatorios crónicos 

(Virág y Szabó, 2002; Szabó y Dawson, 1998; Oliver y cols., 1999). Una 

característica común a todos estos procesos relacionados con la inflamación es la 

liberación de mediadores proinflamatorios y la formación de radicales libres. 

Consecuencia de ello, es la formación de radicales superóxido (O2-) e hidroxilo 

(OH-) que interaccionan con el óxido nítrico sintetizado (producto de la actividad 

de la isoforma inducible de la Oxido NitricoSintasa, iNOS) dando lugar a 

peroxinitrito (ONOO-). Este compuesto es un potente activador de PARP-1 que 

ocasiona depleción energética en la célula y por tanto necrosis, favoreciendo los 

procesos inflamatorios (Fig. 14). Simultáneamente, este agente genotóxico activa 

también diversos factores de transcripción, tales como NF-κβ y AP-1, dando lugar 

a un aumento de expresión de genes dependientes de estos factores implicados 

en diversos procesos tales como inflamación, angiogénesis, respuesta inmune, 

estrés oxidativo, además de controlar la expresión de genes que codifican para 

proteínas antiapoptóticas, moléculas de adhesión celular, proteínas de 

señalización celular, entre otros. La expresión de mediadores proinflamatorios 

dependientes de la anterior expresión génica, a su vez, recluta más células (PMN 

neutrófilos) al foco inflamatorio, aumentando los efectos del estrés oxidativo, de 

manera que se produce una retroalimentación positiva que amplifica 

enormemente este estado. 

En esta cascada inflamatoria ocasionada por la sobreactivación de PARP-1 

hay que tener en cuenta también el efecto que esta proteína tiene sobre la 

activación de los mencionados factores de transcripción. Por tanto, es un hecho 

demostrado que los ratones deficientes en la proteína PARP-1 muestran un 
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mayor grado de protección frente a patologías asociadas con procesos 

inflamatorios debido al menor status oxidativo ofrecido ante este estímulo y a una 

disminuida activación de factores de transcripción dependientes de PARP-1 e 

implicados en estos procesos (Szabó y cols., 1997; Conde y cols., 2001).  

 

 

 
Figura 14. Papel de PARP-1 en la inflamación.Respuesta celular a los daños en el ADN 
 

 

7. INHIBICION DEL DAÑO RENAL MEDIADO POR RADICALES LIBRES 

 

7.1. USO DE PRECONDICIONANTES DE ISQUEMIA 

Con el objetivo de evitar  los procesos de I/R se han descrito múltiples 

estrategias, como la administración de sustancias antioxidantes, así como el uso 

de precondicionantes isquémicos, descrito como un fenómeno de adaptación de 

los tejidos al estrés oxidativo, potenciando los mecanismos de defensa intrínsecos 
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al producir un estado de resistencia de los tejidos ante la I/R. Este 

precondicionamiento pueden realizarse mediante  cortos periodos de isquemia 

seguidos por reperfusión, con el objetivo de proteger ante una gran I/R. Otro 

mecanismo sería administrar sustancias previas a la isquemia que produzcan por 

ellas mismas liberación de radicales libres. 

 

7.1.1.  Inhibición de la Xantina-O 

El interés en el alopurinol en la prevención de la lesión isquémica antecede  

a la hipótesis de los radicales libres de la I/R. Vasko y cols. (1972) estudiaron el 

efecto del alopurinol en perros callejeros sometidos a 90-120 min de isquemia. El 

alopurinol fue administrado tanto antes como después de la isquemia en dosis 

variables. El grupo fue capaz de demostrar una marcada reducción de la 

mortalidad. Se ha hipotetizado que el alopurinol  inhibe la Xantina-O y, de esa 

forma, incrementa los niveles de precursores disponibles para la síntesis de ATP 

tras la reperfusión.  En un intento por confirmar esta hipótesis, Owensy cols. 

(1974) administraron alopurinol y alopurinol/hipoxantina a riñones caninos, previo 

a la isquemia y a la reperfusión, para ver si el incremento de estos nucleótidos en 

el pool podía conducir a un incremento de la síntesis de ATP y mejorar la 

supervivencia tras la isquemia. En este estudio, sin embargo, no se observó un 

mayor efecto beneficioso de alopurinol/hipoxantina sobre hipoxantina sola, 

aunque hubo una diferencia significativa en la supervivencia de los grupos 

tratados con respecto a los controles. Con la intención de determinar cómo el 

alopurinol era beneficioso en el trasplante renal humano, Toledo-Pereyra y cols. 

(1977) estudiaron el efecto de adicionar alopurinol en el líquido de perfusión de 
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riñones humanos preservados para trasplante. En este estudio 34 parejas de 

riñones fueron preservadas mediante perfusión hipotérmica, con la excepción de 

que el alopurinol (250 mg/l)  fue adicionado  en un riñón de cada pareja. No se 

hallaron diferencias significativas entre ambos grupos con respecto a función 

renal a corto y largo plazo. Sin embargo, existían varios factores que deberían 

haber sido tenidos en cuenta al evaluar los resultados. Primero, el grupo control 

tenía una media de isquemia fría (25 h) menor que el grupo con alopurinol (32 h). 

Segundo, las dosis utilizadas de alopurinol eran la mitad de las usadas en 

modelos animales. 

No fue hasta 1982 con la publicación de Hanssony cols. (1982) que el rol 

del alopurinol en la prevención del daño renal por I/R fue reevaluado. Estos 

investigadores fueron capaces de demostrar que el alopurinol impedía la 

acumulación de eritrocitos en el límite externo de la médula externa observada en 

los riñones isquémicos tras lareperfusión.  Además, los riñones tratados con 

alopurinol presentaban un flujo sanguíneo renal incrementado. Esto 

probablemente se deba a una mejora de la circulación medular profunda. Paller y 

cols.(1984) también confirmaron el efecto beneficioso de alopurinol en la 

protección del riñón contra la lesión por I/R. En este estudio, el alopurinol, en una 

dosis de 40 mg/Kg demostró un efecto protector contra el deterioro funcional 

renal, cuando era administrado previo al periodo de isquemia renal. Baker y cols. 

(1985) demostraron que el alopurinol, en dosis de 100 mg/Kg, reducía la 

mortalidad de ratas sometidas a 45 min de isquemia caliente de 44% a 0% 

cuando era administrado en bolo inmediatamente antes de la reperfusión.  
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En resumen, el alopurinol se ha mostrado efectivo en estudios 

experimentales en ratas, conejos y perros en la mejora de la función renal y 

reduciendo la mortalidad de la isquemia caliente.  Con la excepción del trabajo de 

Baker y cols., se ha visto que en el riñón, el alopurinol necesita ser administrado 

antes del periodo de isquemia. La inhabilidad del alopurinol para afectar la función 

renal a corto y largo plazo en humanos no ha sido firmemente establecido debido 

al hecho de que  el estudio de Toledo-Pereyra mostró una ventaja de las ratas no 

tratadas sobre las tratadas y a que se utilizaron dosis inadecuadas de alopurinol.  

7.1.2.  Inhibición de RLO por SOD 

En 1983, Hanssony col. (1983) demostraron que la SOD (20 mg/Kg) en 

administración intravenosa 10 min antes de la reperfusión, tuvo un efecto 

equivalente al alopurinol, previniendo la acumulación de eritrocitos en la médula 

externa. Paller y cols.(1984) también investigaron los efectos de SOD (8 mg/Kg) 

en ratas sometidas a 60 min de isquemia caliente. En este estudio la SOD fue 

administrada intravenosa 8 min previos al clampaje de la arteria renal y 8 min 

antes de remover el clamp vascular. La creatinina sérica se redujo 

significativamente en los animales tratados con SOD. Además, las ratas tratadas 

mostraron menor daño morfológico tubular que el grupo no tratado. Ouriel y cols. 

en 1985, estudiaron el efecto de la SOD administrada intra-arterial 5 min previo a 

la reperfusión en perros callejeros sometidos a 60 min de isquemia caliente 

comparados con controles tratados con albúmina. Los riñones fueron evaluados 

morfológica y funcionalmente a los 30 min de reperfusión. La TFG y el flujo 

urinario fueron significativamente mayores en los grupos tratados con SOD. 

Finalmente Baker y cols. (1985) estudiaron el efecto de SOD tras 45 min de 
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isquemia caliente en la rata usando varias concentraciones de SOD y tiempos de 

administración. La SOD (6.5 mg/Kg) administrada justo antes de la reperfusión 

resultó en una mejora significativa de la supervivencia en el día 7 tras el periodo 

de isquemia. Cuando fue administrada antes del periodo de isquemia, la SOD no 

tuvo efecto e incluso incrementó la mortalidad de estos animales tratados 

comparados con los controles isquémicos no tratados. Cuando el periodo de 

isquemia fue aumentado a 60 min, la SOD en iguales dosis continuó mejorando la 

supervivencia de los animales tratados comparado con los no tratados, pero fue 

menos efectiva. Estos estudios demuestran claramente que la SOD es efectiva en 

la mejora de la función renal a corto plazo y posiblemente en la supervivencia  en 

general de ratas, conejos y perros. Está claro que la SOD debe estar presente al 

momento de la reperfusión para ser efectiva. 

Además de la SOD, otros agentes depuradores de radicales libres se han 

mostrado efectivos en la prevención del daño de la I/R.  

7.1.3.  Vitamina E 

La vitamina E forma parte del grupo de las vitaminas liposolubles y se la 

considera la vitamina más antioxidante de las membranas celulares. 

Debido a su gran lipofilidad y, por tanto, a la imposibilidad de su 

administración IV, se han desarrollado análogos, como el Trolox, con actividad 

hidrofílica, que pueden administrarse por vía intramuscular o intravenosa. 

Fue uno de los primeros compuestos que se utilizó experimentalmente 

como precondicionante de la lesión en la I/R hepática. 

Tal y como han demostrado numerosos estudios, produce un aumento de 

la resíntesis de ATP, una disminución en la producción de los lipoperóxidos y un 
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aumento del GSH durante la reperfusión, aminorando de esta forma la lesión por 

I/R (Codoñer-Franch y cols., 2008; Wu, 1991). 

7.1.4. Captopril 

Es, de todos los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina 

(IECA), el que posee mayor actividad antioxidante. Su efecto scavenger de RLO 

se debe a la presencia en su estructura de un radical sulfhidrilo (SH). Aumenta  la 

producción de óxido nítrico  (NO) por parte de la célula endotelial en situación de 

estrés y  las defensas antioxidantes en corazón, médula renal e hígado. También 

aumenta la actividad de la SOD y de la GPx hepática, lo que podría deberse a un 

efecto directo sobre la síntesis de éstas. La actividad SOD humana está regulada 

por péptidos de bajo PM, considerándose al captopril un análogo de éstos (De 

Cavanagh y cols., 1995). 

7.1.5.  N-Acetilcisteína (NAC) 

Derivado tiólico, precursor de la L-cisteína, se caracteriza por su eficacia 

antioxidante, mediada tanto por efectos directos como por medio de la 

estimulación de la vía del glutatión. La molécula de N-acetilcisteína presenta un 

grupo sulfhidrilo; la oxidación de estos grupos da lugar a puentes disulfuro, los 

cuales permiten enlazar dos moléculas del fármaco. Estos complejos, al igual que 

el glutatión reducido, actúan mediante la reducción de radicales como el peróxido 

de hidrógeno, el anión hidroxilo y el ácido hipocloroso. Mientras que la acción 

inhibitoria de la N-acetilcisteína sobre el oxígeno molecular es casi nula, la 

reducción de los aniones hidroxilo es rápida y eficaz. La capacidad reductora de la 

N-acetilcisteína es máxima para este anión, en comparación con sus efectos 

sobre el ácido hipocloroso y el peróxido de hidrógeno. 
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En altas concentraciones protege a las células del daño oxidativo mediante 

dos mecanismos: a) por su efecto antioxidante directo neutralizando el H2O2, 

yb)aumentando las reservas citoplasmáticas de glutatión (Chavez-Cartaya y cols., 

1999). 

De todos estos scavengers sólo se ha demostrado un efecto beneficioso 

sobre la microcirculación hepática durante la reperfusión con SOD y 

tocoferol. El resto sólo demostró efecto protector bioquímico. 

 

7.2.  PRECONDICIONAMIENTO RENAL 

En lo que respecta al riñón, uno de los primeros estudios sobre 

precondicionamiento isquémico (IP) surge hacia finales de 1980 cuando Yoshioka 

y cols. (1990) producen un aumento  tardío de resistencia contra la lesión 

isquémica a través de la inducción de enzimas antioxidantes intrínsecas mediante 

un episodio corto de isquemia previa. Se trata de un mecanismo dependiente de 

proteínas similar al de la fase tardía de precondicionamiento descrito en el 

corazón  (Bolli, 2000).  

Un ciclo de isquemia caliente de 15 min seguido de un periodo de 

reperfusión de 10 min parece ser la maniobra más conveniente para inducir 

protección contra la isquemia caliente a través de la producción local de oxido 

nítrico  -ON-  (Torras, 2002). A partir del año 2000, varios estudios han 

corroborado la eficacia del IP en riñón tanto en fases tempranas como tardías, 

implicándose mediadores tales como  el ON, SOD o iNOS  (Chien y cols., 2000; 

Sindram y cols., 2002; Park y cols., 2003). Recientemente, se han publicado 

mecanismos más atractivos y vanguardistas de protección renal a través de IP en 
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relación con las células inmunitarias. Parece ser que las células inmunitarias son 

bloqueadas luego de una IP renal, y por lo tanto disminuye su capacidad de 

producir lesión renal en un segundo episodio de I/R (Burne-Taney y cols., 2006). 

La fase tardía de IP se ha asociado con la movilización de un “pool” esplénico de 

células progenitoras las que se acumulan a nivel de la zona medular y papilar 

renal (Patschan y cols., 2006).  

Varias medidas farmacológicas y químicas como CsA (Ciclosporina A) o FK 

506 (Tacrolimus) a bajas dosis (Yang y cols., 2003), sevoflurano (Obal y cols., 

2006), vitamina D3 (Kim y cols., 2005), ozono (Barber y cols., 1999), o 

tinprotoporfirina IX (Kaizu y cols., 2003) son capaces de inducir tolerancia frente a 

isquemia. Se han utilizado como precondicionantes radicales nitroxilos estables, 

tales como el Tempol y el Tempone (Chatterjee y cols., 2000; Patel y cols., 2002). 

La administración intravenosa de Tempone, un minuto antes de inducir la 

isquemia renal, disminuyó significativamente la formación de nitrotirosina y PARP-

1, reduciendo la disfunción renal y la lesión histológica, sin asociar los efectos 

cardiovasculares adversos (hipotensión) observados con Tempol. Chujo y cols. 

(2010) demostraron que la infusión continua de péptido natriurético atrial (PNA) 

era capaz de acelerar la recuperación renal tras el daño isquémico, reduciendo la 

afectación de las células renales productoras del factor de crecimiento 

epidérmico. El precondicionamiento con sildenafilo tuvo un efecto renoprotector, 

demostrado por cintigrafía (Tc 99) e histomorfometría renal, en ratas sometidas a 

I/R normotérmica(Medeiros y cols., 2010). El postcondicionamiento con ozono 

mostró un efecto protector en la preservación renal y un menor daño histológico 

tras la I/R (Fernández Iglesias y cols., 2011). En los últimos años, varios grupos 
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han utilizado sustancias vegetales (jugo de ajo, extracto de benincasa cerífera o 

calabaza blanca) como precondicionantes de isquemia, obteniendo diversos 

grados de renoprotección (Bagheri y cols., 2011; Bhalodia y cols., 2009). Sin 

embargo, la maniobra más destacada en la protección contra la isquemia a través 

del precondicionamiento es el uso de eritropoyetina (Yang y cols., 2003). 
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8. ISQUEMIA-REPERFUSIÓN Y HORMONAS TIROIDEAS 

 

Las hormonas tiroideas desempeñan un papel esencial en el metabolismo 

energético en el organismo. El estado hipertiroideo en mamíferos conduce a un 

aumento del metabolismo basal, que incrementa el consumo total de oxígeno de 

los tejidos blanco, efecto conocido como calorigénesis tiroidea. El 

hipertiroidismo produce en ratas un incremento en la actividad de enzimas 

hepáticas involucradas en procesos de oxidorreducción a nivel mitocondrial, 

microsomal y peroxisomal, aumentando la generación de RLO, como el radical 

O2- y/o el peróxido de hidrógeno, y a nivel citoplasmático aumenta la generación 

de especies reactivas de nitrógeno (ERN), como el NO y el peroxinitrito (ONOO-). 

Concomitantemente con este incremento en la generación de RLO y de ERN, se 

produce una importante disminución de la actividad de algunos sistemas de 

defensa antioxidante, como la SOD, la catalasa y los contenidos totales de 

equivalentes de glutatión. Este aumento en el nivel de las moléculas prooxidantes 

junto a la disminución de la actividad antioxidante, condicionan un estrés oxidativo 

hepático que conduce a daño celular, mediante un incremento en la respuesta 

lipoperoxidativa.   

Troncoso y cols. (1997), describe en ratas tratadas con triyodotironina (T3) 

un aumento de la respuesta calorigénica lo cual conduce a un incremento 

transitorio del estado oxidativo en el hígado, este estado ocurre dentro de las 24 h 

de la administración de la hormona, con  recuperación a las 48 h. A las 48 h se 

produce una sobreexpresión de glutatión.Basándose en estos resultados, 
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Fernández y cols. (2007) han descrito que la administración de T3 48 h antes del 

periodo de I/R en el hígado protege al órgano de dicho proceso. 

El estrés oxidativo debido a la calorigénesis inducida por la hormona T3 

provoca una sobreexpresión hepática de los mediadores que promueven la 

protección celular. La administración de T3 en ratas (una dosis única de 0.1 

mg/kg, intraperitoneal) induce una depleción significativa de glutatión hepática 

reducida (GSH), acompañado de una mayor oxidación proteica, consumo de 

oxígeno y de la función de las células de Kupffer (fagocitosis carbónica y la 

respuesta de oxígeno inducida por carbón). 

Estos cambios ocurren dentro de un periodo de 36 h de tratamiento con 

T3en animales. La I/R hepática parcial (1 h de isquemia mediante clampaje 

vascular seguido de una reperfusión de 20 h) provoca un aumento de los niveles 

séricos de GOT y GPT, y cambios significativos en la histología del hígado, con 

una disminución del 36 % en el contenido hepático de GSH y un aumento del 133 

% del de proteína carbónica. La administración de T3 en una ventana de tiempo 

de 48 h actúa como protector contra la lesión hepática por I/R, con una reducción 

del 60% y del 90 % de la depleción hepática de GSH y de la oxidación proteica 

inducida por I/R, respectivamente.  
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9. ACCIONES DE LA HORMONA TIROIDEA SOBRE EL RIÑON 

 

La primera acción directa de la hormona tiroidea sobre el riñón es, como 

era de esperarse, de tipo metabólica, y consiste en la estimulación de la 

reabsorción de Na+ (siempre por encima del 99%) en el túbulo proximal y en el 

asa de Henle (Bradley y cols., 1972 y 1974; Cohen, 1963; Ismail-Beigi, 1973; Katz 

y cols., 1973 y 1975; Schulte-Wisserman y Straub, 1973; Strauss, 1971) el cual 

bajo condiciones normales es el proceso de transporte tubular más importante. 

Aproximadamente el 60% del Na+ filtrado es reabsorbido activamente en el túbulo 

proximal el cual tiene más del 80% del consumo renal de O2 (Deetjen y Kramer, 

1961). 

El efecto directo inducido por la hormona se manifiesta por hipertrofia e 

hiperplasia de las estructuras superiores de la nefrona, activación de una gran 

cantidad de enzimas del túbulo proximal, incremento en los valores Tm de 

glucosa (transporte máximo de la glucosa a nivel del túbulo proximal) e 

intensificación del consumo de O2 en el epitelio de los ya mencionados 

segmentos tubulares (Stephan y Jahn, 1961; Hoch, 1962; Brasel y Winick, 1970; 

Holmes y Di Scala, 1970; Straub, 1971; Bradley, 1971; Davies, 1972; Bradley y 

cols., 1972 y 1974; Katz y cols., 1975; Schulte-Wissermann y cols., 1977). El 

hipotiroidismo, por el contrario, presenta característicamente hipotrofia e 

hipoplasia de las estructuras glomerulares superiores, baja actividad enzimática 

tubular, depresión de los valores Tm de glucosa y reducción del consumo de O2 

en el epitelio del túbulo proximal y el asa de Henle (Straub, 1971). Considerando 

el incremento de la reabsorción “obligatoria” de Na+ y H2O debido a la 
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hiperactividad de L-tiroxina o L-triyodotironina debe postularse que un volumen de 

fluido tubular apropiadamente reducido alcanza  la rama ascendente del asa de 

Henle, cuyo epitelio reabsorbe activamente Na+ pero es impermeable al H2O. 

El cambio en la normal hipotonicidad distal, como resultado del 

enlentecimiento del flujo urinario y la prolongación del tiempo de contacto 

orina/epitelio, el refuerzo de la dilución urinaria antes de que llegue a la mácula 

densa, es seguido por una vasodilatación preglomerular, reacción fisiológica 

realizada a través del aparato yuxtaglomerular. El flujo de perfusión renal  (FPR) y 

el flujo glomerular renal (FGR) es autolimitado, desde un aumento  en el propio 

volumen de filtrado que incrementa la entrada a la porción ascendente del asa de 

Henle, lo cual reduce nuevamente el contacto orina/epitelio. El nuevo estado 

recién conseguido se caracteriza por una aceleración absoluta de la reabsorción  

tubular de Na+ (y de H2O) así como también de la filtración glomerular de Na+ (y 

de H2O), por el cual el incremento del FPR y del FGR es determinado por la 

capacidad de reabsorción actual.  

De acuerdo a esto, en el hipertiroidismo, las influencias son ejercidas sobre 

el mecanismo de retroalimentación del riñón, como si se tratara de una bajada de 

la presión arterial con riesgo de hipoperfusión del túbulo proximal, y debiera ser 

neutralizado. Es obvio que la rama ascendente del asa de Henle, cuya eficacia de 

dilución  sirve como punto de orientación para el vasotonopreglomerular, no es 

capaz de distinguir entre la reducción en el filtrado glomerular y una retirada de 

fluido isotónico del túbulo proximal: en cualquier caso, el déficit registrado 

corresponde a un volumen disminuido en el túbulo proximal. 



Introducción 
 

 59 

La importancia de un aumento de la reabsorción de agua libre y deNa+ 

estaría que aquí un volumen relativamente más grande de fluido tubular puede 

ser diluido hasta el punto de certera hipotonicidad distal y una cantidad 

relativamente más grande de orina pasa la mácula densa. Esta fuga adicional de 

orina, entrando al túbulo distal, es compensada –junto a una hiperreabsorción en 

el túbulo proximal- por un apropiado incremento del FGR a través de los 

mecanismos de retroalimentación intrarrenal anteriormente nombrados. 

Los mecanismos de autorregulación del riñón demuestran una reacción 

exactamente opuesta en el hipotiroidismo, el cual se presenta primariamente con 

un déficit de reabsorción de Na+ y H2O en el túbulo proximal (y probablemente 

también de Na+ en la rama ascendente del asa de Henle) (Holmes y Di Scala, 

1970). Por medio del aparato yuxtaglomerular, el incremento consecutivo 

(relativo) de la concentración de Na+ en la región de la mácula densa transmite 

impulsos vasoconstrictores a las arteriolas aferentes, pero al mismo tiempo la 

disminución del FGR limita la capacidad de dilución de la rama ascendente del 

asa de Henle: el nuevo estado recién conseguido se caracteriza por una 

reabsorción-filtración-circulación de Na+ y H2O muy enlentecida. 

En el hipotiroidismo, por lo tanto, los mecanismos de retroalimentación 

intrarrenal de Na+ se comportan como una hipertensión arterial que requiriera  

una vasoconstricción preglomerular adaptativa para evitar una sobrecarga de 

filtrado del sistema tubular.  
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10. USO DE LA HORMONA TIROIDEA EN EL FRA TÓXICO E ISQUÉMICO 

 

Hace más de cuarenta años Straub  (1971) demostró que las inyecciones 

de tiroxina (T4) en animales (conejos y ratones) con fracaso renal nefrotóxico eran 

capaces de disminuir de forma significativa la mortalidad. Lo que hizo tan 

importantes estos estudios fue el hecho de que la T4 fue administrada después 

del fracaso renal nefrotóxico inducido con cloruro de mercurio. Estudios 

posteriores de los mismos investigadores han intentado dilucidar los mecanismos 

subyacentes al efecto beneficioso de la T4. Demostraron en los estudios 

histoquímicos que el número de enzimas claves, como la NA-K-ATPasa, eran 

mantenidas en un alto nivel de actividad a través de las inyecciones de la 

hormona tiroidea (Brasel y Winick, 1970; Bradley, 1971).  Otros investigadores 

retomaron el interés por este rol tan importante de la T4 en el FRA tanto 

nefrotóxico como  isquémico. Siegel y cols. (1984) fueron capaces de demostrar 

que el efecto beneficioso de la hormona era independiente  de la inducción del 

incremento del flujo sanguíneo renal, mediante la perfusión de riñones aislados.  

El mismo grupo demostró que el contenido intracelular de ATP, el cual era 

deplecionado por el FRA isquémico, era restablecido cuando la T4 se administraba 

a ratas con daño renal por I/R (Sutter y cols., 1988).  Cronin y Newman (1985) 

demostraron que la administración simultánea de T4 a ratas que recibían dosis 

nefrotóxicas de gentamicina resultó en una mejora del FRA. Los mismos 

investigadores demostraron que la T4 tenía un efecto beneficioso  a través de una 

disminución de la acumulación tubular de gentamicina (1989). En estudios de 

FRA por nitrato de uranilo, Cronin y cols. (1986; 1989) confirmaron el hecho de 
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que la T4 estimulaba la actividad de la NA-K-ATPasa en la corteza renal. Michael  

y cols. (1991) confirmaron que la T4 mejoraba la función renal  en el FRA inducido 

por dicromato de potasio. La administración de la hormona se realizó tras 24 h de 

ocurrida la isquemia, por lo que se cree que el efecto beneficioso se debe a un 

aumento de la capacidad de reparación del daño tubular renal. La regeneración 

tubular renal después de un daño nefrotóxico o isquémico ya ha sido descrita, y la 

respuesta renal a la timidina del ADN se ha utilizado comúnmente como 

biomarcador de este proceso (Preuss, 1976; Humes y cols., 1989). Algunos 

investigadores han medido la regeneración tubular como un indicador de la 

severidad del daño tubular (Laurent y cols., 1983). Varios estudios han 

investigado la influencia de fármacos, hormonas y factores de crecimiento sobre 

la tasa de regeneración renal y, asimismo, la recuperación renal en animales con 

grados similares de daño renal. Koizumi y Yamane(1988) describieron un 

aumento de la regeneración  y mejoría de la función renal con el tratamiento de 

molibdato de sodio en ratas con FRA inducido por cloruro de mercurio. Asimismo, 

la hidrocortisona  ha demostrado que retrasa la regeneración renal tras la 

administración de gentamicina, sin observarse que influya sobre los niveles de 

urea y creatinina séricas (Beachamp y Pettigrew, 1988).  Humes (1989), 

Coimbra(1990) y cols. encontraron que la administración de factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) después del daño renal nefrotóxico e isquémico aumentó la 

timidina renal, lo cual se asoció claramente a una aceleración de la recuperación 

de la función renal. Es bien conocido el papel de la T4 como factor de crecimiento 

renal, la cual es esencial para una normal maduración de los riñones (Hammet, 

1927). El hipotiroidismo perjudica la capacidad del riñón de aumentar el factor de 
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crecimiento renal tras una nefrectomía parcial, en tanto que el exceso de T4 

aumenta el factor de crecimiento en estos casos (Stephan y cols., 1982).  La 

recuperación renal depende de la liberación parácrina de factores de crecimiento 

que estimulan la regeneración de las células tubulares renales. Se ha postulado 

que existe una activación de los receptores del EGF tanto por EGF  o por otros 

factores de crecimiento.  Estudios in vitro de Johnson y colaboradores mostraron 

que el pretratamiento  de células tubulares proximales de conejos conT3 

incrementó su respuesta al EGF, evaluado por incorporación de timidina. 

Demostraron que el pretratamiento con T3 produjo un incremento del número de 

receptores de EGF en las células epiteliales renales (Johnson y cols. 1989).  

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 II. PLANTEAMIENTOS Y OBJETIVOS 
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La lesión por isquemia/reperfusión (I/R) renal es la mayor causa de fallo 

renal agudo (FRA). Esto puede resultar de la hipoperfusión sistémica o de una 

interrupción temporaria del aporte sanguíneo renal en diversos procedimientos 

clínicos, entre ellos el trasplante renal. 

La isquemia desencadena una secuencia de eventos complejos que 

culmina en el daño y eventual muerte de las células renales, manifestándose a 

nivel histológico como una necrosis tubular aguda (NTA) (Lameire y Vanholder, 

2001). La reoxigenación del tejido isquémico, aunque es indispensable para la 

supervivencia celular, ocasiona un daño adicional que se conoce como lesión por 

reperfusión y cuya patogénesis se basa esencialmente en la generación de 

radicales libres del oxígeno (RLO) (Grace, 1994; Paller, 1994; Weight y cols., 

1996; Nath y Norby, 2000 ). 

El incremento en el estrés oxidativo puede dañar los componentes 

celulares tales como el ADN, proteínas, y lípidos (Bayrak y cols., 2008; Legrand y 

cols., 2008; Li y Jackson, 2002) comprometiendo así directamente la integridad 

del epitelio glomerular y tubular, un evento conocido por contribuir al desarrollo de 

la NTA (Senturk y cols., 2008). 

En los años ´70 Straub y cols. (1971) demostraron que la administración de 

tiroxina (T4) en animales (ratones y conejos) con fallo renal nefrotóxico provocaba 

una marcada reducción en la tasa de mortalidad. Estudios posteriores en ratas 

con FRA inducido por distintos agentes nefrotóxicos encontraron que la T4 

mejoraba la morfología renal acelerando la reparación de los túbulos renales 

dañados, conduciendo a una recuperación más rápida de la función renal 

(Schulte-Wissermann y cols., 1977; Cronin y cols., 1985 y 1986; Michael y cols., 
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1991). En un estudio in vitro, Humes y cols. (1992) observaron que el 

pretratamiento  de las células tubulares proximales de conejo con 3, 3, 5 

triyodotironina (T3) incrementaba su respuesta al factor de crecimiento epidérmico 

y aceleraba la regeneración tubular. En estudios in vivo, se ha reportado que la 

administración post-isquémica de T4 mejora la función renal y la morfología 

celular, con una mayor recuperación del contenido de ATP intracelular renal, el 

cual está disminuido en el FRA isquémico (Sutter y cols., 1988). Asimismo, 

Fernández y cols. (2007) observaron que el pretratamiento con T3 protegía al 

hígado  contra el daño por I/R en ratas. 

Estudios previos de nuestro grupo demostraron que el daño por I/R causa 

sobreexpresión de Poly(ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1), lo cual se ha 

asociado con una alta incidencia de NTA y función retrasada del injerto (O'Valle y 

cols., 2009). Por otra parte, es conocido que la lesión por I/R renal activa 

mediadores celulares de la inmunidad, tales como células dendríticas, neutrófilos, 

macrófagos, células natural killer T y células B y T,  lo cual contribuye a la 

patogénesis del daño renal (Jang y cols., 2010). 

Así, la hemo-reperfusión  pobre en leucocitos mejoró la función renal post-

isquémica y el daño túbulo-intersticial en un modelo porcino (Yang y cols., 2010);  

y se ha demostrado que la respuesta inmune, y más específicamente, los 

linfocitos (T y B) y las células dendríticas, participan como mediadores del daño 

por I/R renal (Parra y cols., 2010). 

En base a lo anterior, diseñamos un estudio para comprobar la hipótesis de 

que el precondicionamiento con T3 puede proteger al riñón contra el daño por I/R 



Planteamientos y Objetivos 
 

 67 

corrigiendo el desequilibrio asociado del estado oxidativo y la expresión de 

moléculas pro inflamatorias que intervienen en las lesiones renales.  

 

Con estos antecedentes los objetivos del presente trabajo son: 

Ø Determinar los efectos de la isquemia-reperfusión sobre el riñón y los 

factores que contribuyen a las lesiones. 

Ø Evaluar los efectos delprecondicionamiento con 3, 3, 5 triyodotironina (T3) 

sobre la función renal, estrés oxidativo y citoquinas inflamatorias. 

Ø Evaluar los efectos delprecondicionamiento con 3, 3, 5 triyodotironina (T3) 

en tejido renal:  NTA,expresión de PARP-1, e infiltración leucocitaria en la 

lesión por I/R. 

Ø Valorar si la administración de hormona tiroidea como precondicionante 

pre-isquémico previene estas lesiones. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

III. MATERIAL Y MÉTODOS 
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1. DISEÑO DEL ESTUDIO Y GRUPOS 

 

Animales y distribución 

Para los experimentos realizados en la elaboración de este trabajo de Tesis 

Doctoral se emplearon ratas macho de la cepa Wistar nacidas y criadas en el 

Servicio de Animales de Experimentación de la Comisión de Servicios Técnicos 

de la Universidad de Granada (Fig. 1). Los experimentos fueron realizados de 

acuerdo a las Guías europeas para el cuidado ético de animales y fueron 

aprobados por el comité ético de la Universidad de Granada.  Las ratas, que 

inicialmente pesaban entre 280-310 g, fueron mantenidas con comida estándar y 

agua de grifo ad libitum.  

Los animales (n=120) fueron divididos en cuatro grupos: IR-T3, ratas 

sometidas a isquemia renal bilateral pretratadas con triyodotironina; IR-P, ratas 

sometidas a isquemia renal bilateral pretratadas con placebo; y dos grupos de 

ratas sometidas a laparotomía (sham-operated) y pretratadas con triyodotironina 

(SO-T3) o placebo (SO-P). Los animales (n: 10 en cada grupo) fueron examinados 

a las 4, 24, o 48 h de la reperfusión. 

De acuerdo con los objetivos establecidos previamente los animales fueron 

distribuidos de la siguiente forma: 

• Grupo IR-T3 4 h(n= 10). Isquemia/reperfusión triyodotironina 4 h. 45 min de 

isquemia caliente y reperfusión de 4 h. 

• Grupo IR-P 4 h(n= 10). Isquemia/reperfusión Placebo 4 h. 45 min de 

isquemia caliente y reperfusión de 4 h. 
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• Grupo SO-T3 4 h(n= 10). Control triyodotironina 4 h. Laparotomía y 

sacrificio a las 4 h. 

• Grupo SO-P4 h (n= 10). Control Placebo 4horas. Laparotomía y sacrificio a 

las 4 h. 

Ø Grupo IR-T3 24 h(n= 10). Isquemia/reperfusión triyodotironina 24 h. 45 min 

de isquemia caliente y reperfusión de 24 h. 

Ø Grupo IR-P 24 h(n= 10). Isquemia/reperfusión Placebo 24 h. 45 min de 

isquemia caliente y reperfusión de 24 h. 

Ø Grupo SO-T3 24 h(n= 10). Control triyodotironina 24 h. Laparotomía y 

sacrificio a las 24 h. 

Ø Grupo SO-P 24 h (n= 10). Control Placebo 24 h. Laparotomía y sacrificio a 

las 24 h. 

v Grupo IR-T3 48 h(n= 10). Isquemia/reperfusión triyodotironina 48 h. 45 min 

de isquemia caliente y reperfusión de 48 h. 

v Grupo IR-P 48 h(n= 10). Isquemia/reperfusión Placebo 48 h. 45 min de 

isquemia caliente y reperfusión de 48 h. 

v Grupo SO-T3 48 h(n= 10). Control triyodotironina 48 h. Laparotomía y 

sacrificio a las 48 h. 

v Grupo SO-P48 h (n= 10). Control Placebo 48 h. Laparotomía y sacrificio a 

las 48 h. 
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2. TÉCNICAS Y PROCEDIMIENTOS EMPLEADOS 

2.1. Protocolo del experimento 

2.1.1. Precondicionamiento 

Todos los animales fueron precondicionados 24 h antes de la isquemia 

renal o de la laparotomía con una dosis única intraperitoneal de T3 o de placebo, 

siempre a 37ºC. 

GruposT3 (IR-T3, SO-T3): triyodotironina (100 ug/Kg de rata) disuelta con 0.1N de 

sosa (NaOH) en 0,5 mL de suero salino isotónico. 

Grupos P (IR-P, SO-P): 0.1N de sosa (NaOH) en 0,5 mL de suero salino 

isotónico. 

2.1.2.  Preparación de la rata 

Los animales fueron pesados y posteriormente anestesiados con una 

inyección intraperitoneal de equitensina (500mL contienen 43% w/v hidrato de 

cloral en 81 mL de etanol; 4,86 mg pentobarbital; 198 mL propilenglicol; 10,63 g 

MgSO4; agua destilada) a razón de 0.30 mL/100 g peso (Fig. 1). Se rasuraron las 

regiones del dorso del cuello, ambas fosas renales y abdomen. 

2.1.3.  Cateterización de la arteria carótida 

Se insertó un catéter de polietileno (PE-50) conteniendo 100 unidades de 

heparina en solución estéril de cloruro de Na isotónico, en la arteria carótida. El 

catéter fue introducido por vía subcutánea y extraído a través de la piel en la 

región dorsal del cuello. Se extrajo una muestra de sangre basal de 

aproximadamente 0,3 mL que fue almacenada en tubo heparinizado (heparina 

sódica a razón de 100 uL/5 mL de sangre). 
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2.1.4.  Inducción de la isquemia/reperfusión renal 

Se realizó una incisión abdominal a través de la línea alba para evitar 

pérdidas sanguíneas. Ambos pedículos renales fueron identificados y ocluidos 

con clamps microvasculares (Equipamientos sanitarios S.A Madrid, España) 

durante 45 min, luego de lo cual los clamps fueron removidos, permitiendo la 

reperfusión de los riñones (Fig. 1). Posteriormente se cerró el abdomen en dos 

planos y se inyectaron vía intraperitoneal 2,5 mLde suero salino a 37º C/100 g de 

rata. La oclusión se verificó visualmente por el cambio en la coloración renal, la 

cual era más pálida después de la oclusión y más azulada tras la reperfusión. Las 

ratas de los grupos control (sham-operated SO) fueron sometidas a un 

procedimiento quirúrgico idéntico al de los grupos de I/R, excepto que los 

pedículos renales no fueron clampados. 

Todas las ratas fueron colocadas en jaulas metabólicas (Panlab, 

Barcelona, España) con comida y agua ad libitum  durante el periodo de 

reperfusión. 
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Figura 1. A. Rata Wistar macho. B. Anestesia intraperitoneal. C. Clampaje de arteria renal 
durante 45 min. D. Clamps microvasculares. 
 

 

2.1.5.  Extracción de muestras y sacrificio de los animales 

Cumplido el tiempo de reperfusión correspondiente a cada grupo (4, 24 o 

48 h) se extrajo una nueva muestra de sangre y se recogió la orina 

correspondiente a ese periodo. Acto seguido el animal fue sacrificado, mediante la 

inyección de pentobarbital  sódico  e hidrocloruro de lidocaína, para la obtención 

de los riñones. 

 

2.2. Procesamiento general de los riñones 

El riñón derecho fue diseccionado para separar corteza y médula, y 

conservado en criotubos a -80ºC en un arcón congelador. El riñón izquierdo fue 
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seccionado transversalmente en tres partes (como muestra la figura 2) y utilizado 

para el análisis histopatológico e inmunohistoquímico. 

 

 

 

Figura 2. Procesamiento del riñón izquierdo 
 

 

3. TIPOS DE MUESTRA Y PARÁMETROS EVALUADOS 

Se obtuvieron muestras de sangre, orina y tejido renal, en los momentos 

predeterminados según grupo, para la evaluación de los parámetros que se 

detallan a continuación. 

 

3.1. DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS 

3.1.1. Parámetros metabólicos y de función renal:  

 a-Generales: peso y diuresis (mL/100 g de rata). 

b- Plasmáticos: electrolitos, urea y creatinina. 
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c- Urinarios: electrolitos, creatinina y proteinuria (mg/mL/ 100 g de rata). 

d- Tisulares: morfología de la NTA. 

3.1.2.  Parámetros de estrés oxidativo 

a- Plasmáticos: malondialdehido (MDA) yglutatión (GSH). 

b- Urinarios: isoprostanos y peróxido de hidrógeno (H2O2). 

c- Tisulares: PARP-1, MDA y GSH. 

3.1.3.  Parámetros de Inflamación 

a- Plasmáticos: IL-6. 

b- Tisulares: leucocitos totales, monócitos/macrófagos y granulocitos. 

 

3.2. PROCEDIMIENTOS ANALÍTICOS 

3.2.1.  Parámetros de función renal 

Los electrolitos, la urea y la creatinina, en plasma y orina, fueron medidos 

con un auto analizador (Hitachi-912, Roche, España). La proteinuria se determinó 

utilizando  un kit comercial (DC Protein Assay Kit, Vio-Rad, Madrid, España). 

 

3.2.2.  Parámetros de estrés oxidativo e inflamación 

Malondialdehido (MDA) 

Para su cuantificación en plasma y orina se utilizó el método 

espectrofotométrico del ácido tiobarbitúrico TBARS (Buega y Ajuste, 1978). 

Muestras de 0.5mL fueron mezcladas con 2 mL de una solución que contenía 

15% (p/v) de ácido tricloroacético (TCA), 0.375% (p/v) de ácido tiobarbitúrico 

(TBA) y ácido clorhídrico (HCl) al 0.25 N, e incubadas a 95ºC por 15 min a baño 

maría. Posteriormente las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente, y 
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se centrifugaron por 20 min a 2000 rpm. Después de la centrifugación, el 

sobrenadante fue medido espectrofotométricamente a 532nm. 

Para la determinación tisular se siguió el protocolo de Ohanay 

cols.(1979).Se homogenizaron 50 ug de tejido (corteza o médula) junto con 500 

uL de RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) Buffer frío, durante un par de 

segundos en un mezclador tipo vórtice, para evitar el calentamiento y la 

desnaturalización del ADN. Este homogeneizado se introdujo en el Ultrasonido 

durante siete segundos y luego en hielo otros siete segundos, repitiendo la 

operación dos veces. Luego se centrifugó durante 10 min a 4ºC y a1600 x g. Por 

último se extrajo el sobrenadante y se leyó su absorbancia a 532 nm en un 

espectrofotómetro. 

Los resultados fueron expresados como nanomoles de sustancias reactivas 

al TBA (TBARS) producidas por mg de proteína (nmol/mg de proteína), y fueron 

calculados en base al coeficiente de extinción molar (ε) de malondialdehido de 

1.56X105  M-1 cm-1. 

Glutatión (GSH) 

La determinación se realizó mediante un kit comercial suministrado por 

Cayman. Se lavó previamente el tejido a procesar con PBS (pH 7.4), a fin de 

eliminar restos de células. Se homogenizó el tejido (corteza o médula) junto con 

MES Buffer frío (relación 1/10, ej. 150 ug tejido + 1,5 uL buffer). Tras centrifugar el 

homogeneizado a 10.000 x g durante 15 min a 4º C, se recogió el sobrenadante, 

aproximadamente unos 600 uL, y se mezcló con igual cantidad de MPA 

(preparación 0,5 g MPA + 5 mL agua destilada) vorteando. Se dejó la muestra 5 

min a temperatura ambiente para luego centrifugar nuevamente a 2500 x g 



Material y Métodos 
 

 75 

durante 3 min a 4ºC. Se recogieron aproximadamente unos 500 uL de 

sobrenadante y se congeló a -80ºC hasta su utilización. 

Los resultados se expresaron en nmol/mg de proteína. 

Interleuquina 6 (IL-6) 

Se realizó la determinación mediante un kit comercial de EIA (R&D 

systems, Minneapolis, USA).Los resultados se expresaron en pg/mL. 

Peróxido de hidrógeno en orina (H2O2) 

Esta determinación se realizó mediante un Kit comercial de EIA 

suministrado por Cayman Chemicals Company (USA). Los resultados se 

expresaron en µmol/100 g de rata. 

Isoprostanos en orina 

Se utilizó un kit de inmunoensayo enzimático (8-isoprostano EIA Kit 

Cayman Ann Arbor, MI, EE.UU) para medirlos niveles urinarios de 8-isoprostanos 

y previamente se purificaron las muestras mediante un kit de purificación de 

afinidad (Cayman). Los resultados se expresaron en pg/mL. 

 

3.3. ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 

 

3.3.1. Procesamiento de las muestras 

El examen anatomopatológico se realizó con microscopio óptico Olympus 

modelo BX41 (Olympus Optical Company, Ltd., Tokyo, Japón). Las muestras 

biológicas para microscopia óptica fueron fijadas en una solución de formalina 

tamponada al 10% durante 24hs y posteriormente trasvasadas a alcohol etílico de 

70% para su posterior inclusión automática en parafina en un procesador 
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Excelsior ES (Thermo Scientific Kalamazoo, MI). Las tinciones utilizadas para el 

estudio morfológico convencional fueron: Hematoxilina/eosina (H/E), Ácido 

Peryódico de Schiff (PAS) y Tricrómico de Masson (TM). La evaluación 

histopatológica de las lesiones renales se realizó a doble ciego en secciones de 4 

µm, utilizando la tinción más adecuada para identificar cada lesión. 

 

3.3.2.  Valoración histopatológica de las muestras 

3.3.2. a- Necrosis cortical: los cambios típicos de necrosis isquémica consisten, 

básicamente, en una marcada eosinofilia celular global con preservación de los 

límites celulares. 

3.3.2. b - Túbulos 

-Necrosis tubular aguda: Se manifiesta característicamente por edema en la 

región intersticial acompañado de un escaso infiltrado inflamatorio que no afecta a 

las células tubulares. Frecuentemente, los túbulos muestran lesiones leves y 

focales que consisten en dilatación de la luz tubular y adelgazamiento del 

citoplasma de las células epiteliales tubulares. El borde luminal “en cepillo” de las 

células tubulares se halla alterado, estando parcial o totalmente ausente. También 

puede observarse ruptura de la membrana basal y fenómenos de apoptosis en 

múltiples puntos de la nefrona. A diferencia de la necrosis cortical, no se observa 

afectación de los glomérulos y vasos. En ocasiones, se pueden apreciar 

fenómenos de regeneración tubular con aumento del tamaño nuclear y presencia 

de nucléolo evidente.  
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3.3.2. c –Criterios de evaluación 

La presencia de descamación de células tubulares, la vacuolización de las 

células tubulares y la NTA fueron calculadas semicuantitativamente sobre una 

escala de 4 puntos (0: ausencia, 1: leve [<10% de túbulos, capilares o glomérulos 

afectados], 2: moderada [10-25%], 3: severa [>25%]). Las otras variables (lesión 

vascular [arteriopatía hialina], lesión glomerular, apoptosis, glóbulos hialinos, 

alteración o pérdida del borde en cepillo, cilindros tubulares, y signos 

regenerativos [mitosis y aumento de la basofilia]) fueron valoradas de forma 

dicotómica como presencia/ausencia. Fueron también estimadas la presencia de 

glomerulitis (presencia de dos o más leucocitos por glomérulo), capilaritis 

(presencia de dos o más leucocitos en capilares peritubulares dilatados) y tubulitis 

(presencia de dos o más linfocitos en células tubulares). 

 

3.4. ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO 

El estudio inmunohistoquímico se realizó en colaboración con el 

Departamento de Anatomía Patológica de la  Facultad de Medicina de Granada.  

 

3.4.1.   Procedimiento de inmunohistoquímica para muestras incluidas en 

parafina 

• Montar sobre micrótomo de rotación el bloque de parafina enfriado a 4º C. 

• Obtener secciones de tejido en parafina de 3µm de espesor. 

• Recoger en baño de flotación sobre portaobjetos tratados con silene 

(Thermo Fisher Scientific) especiales para inmunohistoquímica. 

• Secar en estufa a 37º C durante 16 h. 
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• Introducirlas en estufa a 60º C hasta el momento de comenzar la técnica 

(1-3 h a 60 ºC).   

• Montar sobre los rack específicos. 

• Protocolo de pretratamiento en módulo PT para desenmascaramiento 

antigénico en muestras parafinadas  

• Este procedimiento incluye la desparafinación, hidratación y 

desenmascaramiento antigénico por calor en un único paso de las 

secciones de tejido incluido en parafina. 

• Rellenar el tanque con 1500 mL de solución de 

desparafinación/desenmascaramiento antigénico tampón EDTA pH: 8.0 1x 

(Master Diagnóstica, Granada, España). 

• Programar en el dial del módulo PT (Thermo Fisher Scientific)  la 

temperatura y tiempo de contacto, siempre evitando la ebullición. 

• Precalentar el Tampón a 65º C. 

• Introducir las preparaciones en el tanque del Módulo PT  en los rack 

específicos colocando hacia abajo los portaobjetos. 

• Comenzar el ciclo del Módulo PT: 20 min  a 95º C. 

• Extraer las preparaciones del Tampón cuando éste se ha enfriado hasta 

65º C. 

• Impedir que se sequen cubriendo las preparaciones con tampón de lavado. 

•  Continuar con la técnica de inmunotinción en inmunoteñidor automático 

(Autostainer 480) (Thermo Fisher Scientific). 
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• Programar el inmunoteñidor. seleccionando número de portas, protocolo a 

seguir y anticuerpos a realizar sobre la plantilla que ofrece el programa de 

ordenador. 

 

3.4.2. Procedimiento inmunohistoquímico basado en polímeros conjugados 

con peroxidasa 

Una vez colocados los portaobjetos de manera horizontal en el orden 

adecuado, seleccionados los anticuerpos prediluidos, los componentes del kit de 

visualización y revelado listos para uso se procede al inicio de la técnica 

inmunohistoquímica automatizada. 

Reactivos necesarios: 

• Tampón de lavado: Tampón TBS con Tween 20. 

• Agua destilada/desionizada. 

• Bloqueante de la peroxidasa endógena “listo para uso”  

• Anticuerpos prediluidos “listos para uso”. 

• Polímero conjugado con peroxidasa que detecta tanto anticuerpos 

primarios obtenidos en ratón (monoclonales) como en conejo (policlonales). 

• Diaminobenzidina (DAB) “lista para uso”. 

• Potenciador de la DAB. 

• Todos los reactivos fueron adquiridos a Master Diagnóstica (Granada, 

España). 

 Procedimiento: 

Todo el proceso se desarrolla a temperatura ambiente en el inmunoteñidor.  
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• Bloqueo de peroxidasa endógena con solución de peróxido de hidrógeno 

durante 10 min. 

• Lavado con TBS Tween 20(un lavado de 1 minuto).  

• Eliminación del reactivo por soplado automático sobre el portaobjetos. 

• Incubación del anticuerpo primario:  

Las secciones tisulares renales se incubaron durante 30 min a temperatura 

ambiente con los siguientes anticuerpos: Ac. Policlonal frente a PARP-1 (Thermo 

Fisher Scientific); Ac. Monoclonal frente a CD45 (clon OX30) (sc-53047 Santa 

Cruz Biotechnology Inc. Heidelberg, Germany); Ac. Monoclonal frente a CD68 

(clone ED1) (sc59103 Santa Cruz Biotechnology Inc.) y anticuerpo policlonal anti-

mieloperoxidasa (Máster Diagnóstica, Granada, Spain). 

• Lavado con TBS Tween 20. 

• Eliminación del reactivo por soplado automático sobre el portaobjetos. 

• Incubación con Polímero (anti-mouse+anti-rabbit) conjugado con 

Peroxidasa (Ultravision Quanto, Master Diagnóstica), durante 10 min. 

• Lavado con TBS Tween 20. 

• Eliminación del reactivo por soplado automático sobre el portaobjetos. 

• Revelado de las muestras con solución DABdurante  5 min. 

• Un lavado con agua destilada de 1 minuto. 

• Intensificación de la DAB durante 2 min con potenciador listo para uso. 

• Lavado con agua destilada. 

Se extraen los portaobjetos y colocados en un rack se sumergen  para su 

contraste en: 

• Hematoxilina progresiva de Mayer durante 1 min. 
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• Eliminar el exceso de colorante mediante lavado en agua destilada. 

• Lavar con agua del grifo durante 5 min para azulear la hematoxilina. 

• Deshidratación con alcoholes de graduación creciente (30º, 70º, 80º, 2 

baños de alcohol absoluto), y aclarado con 3 baños de xileno) de 3 min 

cada uno.  

• Montaje de las preparaciones de forma rutinaria con EUKITT (O. Kindler 

GmbH, Freiburg, Alemania). 

 

3.4.3     Cuantificación de los resultados inmunohistoquímicos 

La  positividad de la inmunotinción glomerular y tubular para PARP-1 se 

calculó semicuantitativamente en una escala de 4 (0, ausencia; 1: 1-9% núcleos 

tubulares positivos; 2: 10-49%; 3: ≥50%). Secciones renales incubadas con un 

anticuerpo isotipo IgG y secciones de bazo se utilizaron como controles negativos 

y positivos, respectivamente. 

Se usó una gradilla milimétrica en el ocular de un microscopio BH2 

(Olympus Optical Company, Ltd., Tokyo, Japan) con un objetivo de 40x para 

contar el número de células inflamatorias positivas por mm2. 

Para cuantificar mediante inmunohistoquímica el número de células 

inflamatorias, leucocitos totales, monocitos/macrófagos y granulocitos  por mm2 

en la corteza renal positivas para CD45, CD68 y MPO, respectivamente, se utilizó 

un ocular con escala milimetrada aplicada a un microscopio BH2 (Olympus 

Optical Company, Ltd.) con el objetivo de 40x.  
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4. MÉTODO DE ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 

El análisis de los datos se realizó mediante la aplicación del programa 

estadístico IBM-SPSS versión 20.0 para Windows® (SPSS Inc., Chicago, IL). Las 

variables cuantitativas, plasmáticas, urinarias y tisulares, fueron analizadas con el 

diseño ANOVA de dos factores (grupos x tiempos) para probar la interacción 

grupo x tiempo. Cuando se obtuvo un resultado significativo se usó el test “post-

hoc” de Tukey para hacer comparaciones por pares. Los datos fueron 

transformados logarítmicamente para alcanzar la normalidad y homogeneidad de 

las varianzas. Dado que los datos no seguían una distribución normal, se utilizó el 

test de Kruskal-Wallis para detectar diferencias en los puntajes histológicos y los 

datos inmunohistoquímicos entre los grupos, para cada uno de los tiempos, 

seguido de comparaciones por pares (test de Tukey) cuando el resultado fue 

significativo. Una p<0.05 fue considerada significativa en todos los tests.  
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1. VARIABLES METABÓLICAS GENERALES 

El volumen de diuresis fue significativamente mayor en los grupos con 

tiempo de reperfusión superior, en relación directa a un mayor consumo de agua,  

aunque sin encontrar diferencias significativas entre los grupos precondicionados 

con la hormona tiroidea y los que recibieron placebo para un mismo tiempo de 

reperfusión. A las 4 h de la reperfusión los grupos a los que se les indujo la 

isquemia/reperfusión (tanto precondicionados como no) orinaron 

significativamente más que sus respectivos controles (SO). Sin embargo, el 

volumen de diuresis de ambos grupos I/R fue menor que la de los controles SO 

tanto a las 24 como a las 48 h de la reperfusión. 

El peso de los animales fue bastante similar en todos los grupos, sin 

encontrarse diferencias significativas entre los mismos (tabla 1). 

 

Tabla 1. Peso y diuresis de los animales 

 Periodo de 
reperfusión 
(h) 

SO-P SO-T3 IR-P IR-T3 

Diuresis 
(mL/100g 
rata) 

4 0,74±0,27 0,60±0,47 0,98±0,79* 0,98±0,72†  

 24 7,36±3,46 6,71±3,05 5,56±1,85* 5,37±2,21†  

 48 8,32±2,64 8,01±2,95 6,85±2,84* 6,81±2,63†  

Peso (g) 4 292,07±8,15 292,98±7,17 300,27±8,7 297,05±8,91 

 24 286,34±5,4 288,17±8,3 293,45±8,68 285,75±5,48 

 48 300,86±8,18 301,85±8,3  298,6±8,25 300,59±7,21 

 
SO-P=sham-operated, tratadas con placebo; SO-T3= sham-operated, tratadas con T3 (100 µg/kg); IR-
P= isquemia-reperfusión, tratadas con placebo; IR-T3= isquemia-reperfusión, tratadas con T3. Los 
datos se expresan como media ± E.E.M., n= 10 en cada grupo. * p<0.01, ** p<0.001 comparada con 
el grupo SO-P. †p<0.01, † †p<0.001 comparada con el grupo SO-T3. ‡p<0.01, ‡ ‡p<0.001 
comparada con el grupo IR-P. 
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2. VARIABLES BIOQUÍMICAS EN PLASMA Y ORINA 

Cómo se observa en la tabla 2, los niveles de creatinina plasmática fueron 

más altos en los grupos de isquemia/reperfusión precondicionados con placebo 

que en las ratas control (SO), a las 4, 24 y 48 h de la reperfusión. El grupo I/R 

pretratado con triyodotironina mostró una marcada reducción en la creatinina 

plasmática a las 48 h de reperfusión, en comparación con el grupo IR-P, siendo 

su valor similar al observado en ambos grupos SO (tratados con T3 y no tratados).  

Encontramos similares resultados para los niveles de urea plasmática.  

El aclaramiento de creatinina (ClCr), conforme a los niveles plasmáticos de 

creatinina, fue más baja en el grupo IR-P que en los grupos SO a las 4, 24, y 48 h 

de la reperfusión. En el grupo IR-T3  a las 48 h de reperfusión los valores de 

aclaramiento alcanzaron niveles similares a los de los grupos SO.  

La proteinuria fue mayor en ambos grupos I/R que en los controles a las 4, 

24, y 48 h de reperfusión, pero se redujo a la mitad por la administración de 

triyodotironina en todos los tiempos de reperfusión, aunque sin llegar nunca a 

valores normales. 
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Tabla 2. Variables de función renal 

 Periodo de 
reperfusión 
(h) 

SO-P SO-T3 IR-P IR-T3 

Creatinina 
(mg/dl) 

4 0,28±0,05               0,27±0,03             0,77±0,21**           1,03±0,33† † 

 24 0,25±0,05                0,22±0,04                     0,45±0,16**   0,62±0,21† † 

 48 0,27±0,03                0,26±0,02             0,52±0,06**           0,28±0,04 ‡ ‡ 

Urea 
(mg/dl) 

4 27,9±4,6                 31,1±5,6                49,4±4,7**             61,7±7,8† † 

 24 24,1±4,8                 23,1±3,3                43,2±12,7**           68,1±14,3† † 

 48 28,2±3,4                 29,6±3,3                42,9±2,2**              35,4±3,6† † ‡ 

Proteinuria 
(mg/mL/100g 
rata) 

4 0,43±0,11               0,47±0,11               5,41±0,38**         3,71±0,44† †‡ 

 24 0,47±0,09               0,38±0,08               4,22±0,75**         1,81±0,44† † ‡ 

 48 0,36±0,1                 0,32±0,04               2,79±0,26**         1,22±0,13† † ‡ 

ClCr 
(mL/min/100g 
rata) 

4 0,62±0,14               0,54±0,17               0,35±0,31**           0.15±0,13† † 

 24 0,78±0,17               0,68±0,14               0,39±0,08**           0,35±0,09† † 

 48 0,58±0,08               0,58±0,06                0,22±0,09**           0,57±0,15 ‡ ‡ 

 
ClCr= aclaramiento de creatinina; SO-P=sham-operated, tratadas con placebo; SO-T3= sham-
operated, tratadas con T3 (100 µg/kg); IR-P= isquemia-reperfusión, tratadas con placebo; IR-T3= 
isquemia-reperfusión, tratadas con T3. Los datos se expresan como media ± E.E.M., n= 10 en cada 
grupo. * p<0.01, ** p<0.001 comparada con el grupo SO-P. †p<0.01, † †p<0.001 comparada con el 
grupo SO-T3. ‡p<0.01, ‡ ‡p<0.001 comparada con el grupo IR-P. 
 
 

3. VARIABLES DE ESTRÉS OXIDATIVO E INFLAMACIÓN 

Los niveles plasmáticos de GSH fueron más bajos en los grupos 

pretratados con triyodotironina (IR-T3 y SO-T3) que en los que recibieron placebo 

(IR-P y SO-P) a las 4 h de la reperfusión; a las 24 h los niveles fueron similares 

entre todos los grupos; y fueron más bajos en el grupo IR-P y más altos en el 

grupo IR-T3, que en cualquiera de los grupos controles (SO) a las 48 h de la 

reperfusión (Fig. 1). 
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Los valores de MDA plasmático fueron más elevados en los grupos I/R que 

en los grupos SO, y se redujeron de forma significativa por el precondicionamiento 

de triyodotironina en todos los tiempos de reperfusión, observando la mayor 

reducción a las 48 h (Fig. 1). 

 

Figura 1. Niveles plasmáticos de glutatión y MDA, y excreción urinaria total de peróxido de 
hidrógeno e isoprostanos. (Paneles superiores)Niveles plasmáticos de glutatión y MDA, y (paneles 
inferiores)excreción urinaria total de peróxido de hidrógeno e isoprostanos en los grupos 
experimentales(n= 10 en cada grupo);SO-P=sham-operated, tratadas con placebo; SO-T3= sham-
operated, tratadas con T3 (100 µg/kg); IR-P= isquemia-reperfusión, tratadas con placebo; IR-T3= 
isquemia-reperfusión, tratadas con T3. Los datos se expresan como media ± E.E.M. *p<0.05, 
**p<0.001 versus grupo SO-P. +p<0.01, ++p<0.001 versus grupo SO-T3.#p<0.05, ##p<0.001 versus 
grupo IR-P. 



Resultados 
 

 89 

Los niveles  plasmáticos de IL-6 también fueron mayores en los grupos I/R 

que en los grupos SO, y disminuyeron por el tratamiento con T3a las 24 y 48 h de la 

reperfusión, con la mayor reducción a las 48 h (Fig. 2). 

 

 

 
 
Figura 2. Niveles plasmáticos de IL-6 en los grupos experimentales. (n= 10 en cada grupo): SO-
P=sham-operated, tratadas con placebo; SO-T3= sham-operated, tratadas con T3 (100 µg/kg); IR-P= 
isquemia-reperfusión, tratadas con placebo; IR-T3= isquemia-reperfusión, tratadas con T3. Los datos 
se expresan como media ± E.E.M.  ** p<0.001 versus grupo SO-P.  ++p<0.001 versus grupo SO-T3 
.#p<0.05, ##p<0.001 versus grupo IR-P.  
 
 
 
 

Al igual que los resultados obtenidos para las variables de estrés oxidativo en 

plasma, los niveles urinarios de isoprostanos y peróxido de hidrógeno fueron más 

altos en ambos grupos de I/R que en los grupos SO, y se redujeron 

significativamente por el tratamiento con triyodotironina a todas las horas de 

reperfusión, observándose la mayor reducción a las 48 h, a excepción del peróxido 

de hidrógeno, el cual no se redujo a las 4 h (Fig. 1). 



Resultados 
 

 90 

Los niveles tisulares de glutatión (en corteza y médula) fueron similares en 

todos los grupos a las 4 h de la reperfusión, pero se incrementaron en los grupos I/R 

a las 24 h, siendo mayores en el grupo IR-T3que en el IR-P o que en cualquiera de 

los grupos SO a las 48 h (Fig. 3). Los valores de MDA tisular (en corteza y médula) 

se incrementaron en el grupo IR-P a las 24 y 48 h de la reperfusión, y esta elevación 

se atenuó de forma muy marcada en el grupo IR-T3 (Fig. 3). 

 

 

 
 
Figura 3.Nivelesrenales de glutatión y MDA en los grupos experimentales. (n= 10 en cada 
grupo): SO-P=sham-operated, tratadas con placebo; SO-T3= sham-operated, tratadas con T3 (100 
µg/kg); IR-P= isquemia-reperfusión, tratadas con placebo; IR-T3= isquemia-reperfusión, tratadas con 
T3. Los datos se expresan como media ± E.E.M. ** p<0.001 versus grupo SO-P. +p<0.05, 
++p<0.001 versus grupo SO-T3 .#p<0.05, ##p<0.001 versus grupo IR-P. 
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4. HISTOPATOLOGÍA Y RESULTADOS INMUNOHISTOQUÍMICOS 

La expresión de PARP-1 fue elevada en ambos grupos I/R a todas las 

horas de reperfusión, mostrando los niveles más altos a las 24 h de reperfusión, 

aunque el grupo IR-T3 presentó valores significativamente más bajos tanto a las 

24 como a las 48 h (Figs. 4 y 5). 

La extensión y la intensidad de la expresión tubular nuclear de PARP-1 

coincidió con la presencia de necrosis tubular aguda (Fig. 6). La expresión de 

PARP-1 fue elevada en los grupos I/R a todas las horas de reperfusión y se 

redujo de forma significativa en los animales tratados con triyodotironina a las 48 

h (Figs. 4 y 7). 

 

 

 
Figura 4.Expresión glomerular (A) y tubular (B) de PARP-1 en los grupos experimentales. (n= 
10 en cada grupo): SO-P=sham-operated, tratadas con placebo; SO-T3= sham-operated, tratadas con 
T3 (100 µg/kg); IR-P= isquemia-reperfusión, tratadas con placebo; IR-T3= isquemia-reperfusión, 
tratadas con T3. Los datos se expresan como media ± E.E.M.  * p<0.05, ** p<0.001 versus grupo 
SO-P.+ p<0.05, ++p<0.001 versus grupo SO-T3.#p<0.05, ##p<0.001 versus grupo IR-P. 
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Figura 5. Microfotografía representativa del estudio inmunohistoquímico de la expresión de 
PARP-1 en la corteza renal de ratas Wistar macho pretratadas con placebo después de 24 h 
de isquemia-reperfusión. Positividad de PARP-1 a nivel glomerular (asteriscos). 
 

 

Figura 6. Microfotografía representativa del estudioinmunohistoquímico de la expresión de 
PARP-1 en la corteza renal de ratas Wistar macho pretratadas con placebo después de 24 h 
de isquemia-reperfusión. Positividad de PARP-1 a nivel tubular con una intensidad grado 3 
(flechas). En el panel superior derecho se observa el control positivo utilizado correspondiente a 
una biopsia de bazo. 



Resultados 
 

 93 

 
 
 
Figura 7. Microfotografía representativa del estudio inmunohistoquímico de la expresión de 
PARP-1 en la corteza renal de ratas Wistar macho después de 48 h de isquemia-reperfusión. 
Ausencia de expresión nuclear en los grupos SO-P (A) y SO-T3 
(B). El grupo IR-P (C) muestra una intensa expresión nuclear (depósitos marrones) en >80% de 
las células tubulares. El grupo IR-T3 (D) muestra una moderada expresión nuclear en <20% de las 
células tubulares (micro polímero de peroxidasa conjugado, magnificación original x20). 
 
 
 
 
 
 
 

La extensión y la intensidad de la NTA estuvo directamente relacionada 

con la duración del tiempo de reperfusión en los grupos I/R, y se redujeron 

significativamente en el grupo IR-T3 a las 48 h (Figs. 8 y 9). 
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Figura 8.Porcentaje (A) y score (B) de la necrosis tubular aguda en los grupos experimentales. 
(n= 10 en cada grupo): SO-P=sham-operated, tratadas con placebo; SO-T3= sham-operated, tratadas 
con T3 (100 µg/kg); IR-P= isquemia-reperfusión, tratadas con placebo; IR-T3= isquemia-reperfusión, 
tratadas con T3. Los datos se expresan como media ± E.E.M. * p<0.05, ** p<0.001 versus grupo SO-
P. + p<0.05, ++p<0.001 versus grupo SO-T3.#p<0.01 versus grupo    IR-P. 
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Figura 9. Microfotografía representativa de los cambios morfológicos en el parénquima 
renal de ratas Wistar macho después de 48 h de isquemia-reperfusión. 
Ausencia de daño glomerular o tubular en las secciones renales de ratas en los grupos SO-P 
(A) y SO-T3 (B). Las ratas expuestas a isquemia-reperfusión renal bilateral pretratadas con 
placebo, IR-P (C), muestran una intensa necrosis tubular aguda (asterisco) con severa 
descamación de las células epiteliales de la membrana basal, pérdida del borde en cepillo y 
cilindros intratubulares. El grupo IR-T3 (D) muestra una necrosis tubular leve y moderada 
descamación de células tubulares (PAS, magnificación original x20). 
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Las biopsias renales del grupo I/R pretratado con placebo mostraron áreas 

de intensa necrosis tubular aguda y grandes zonas de infarto a las 48 h de la 

reperfusión (Figs. 10 y 11). 

 

 
 

 
 
 
Figura 10. Microfotografía representativa de los cambios morfológicos en el parénquima 
renal de ratas Wistar macho pretratadas con placebo (IR-P) a las 48 h de la reperfusión. Se 
observan áreas de intensa necrosis tubular (flechas negras) y zonas de degeneración vacuolar 
(asteriscos). En el panel superior derecho se muestra el aspecto de túbulos normales, con 
conservación del borde en cepillo (flechas rojas). 
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Figura 11. Microfotografía representativa de los cambios morfológicos en el parénquima 
renal de ratas Wistar macho pretratadas con placebo (IR-P) a las 48 h de la reperfusión. Las 
ratas expuestas a isquemia-reperfusión renal bilateral pretratadas con placebo, IR-P, muestran 
una intensa necrosis tubular aguda con grandes zonas de infarto (asteriscos). Tricrómico de 
Masson, magnificación original x20. 
 

 

 

Se constató arteriopatía hialina grado 1 (presencia de hialina sin oclusión 

patente de luces en menos del 50% de las arteriolas) en los grupos I/R tanto a las 

24 como a las 48 h de reperfusión, sin hallar diferencias significativas entre el 

grupo pretratado con placebo y el pretratado con T3 (Fig. 12). 
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Figura 12. Microfotografía representativa de la arteriopatía hialina (flechas negras). 
 
 
 
 
 
 

A las 48 h de la reperfusión, se observaron cambios regenerativos en el 80% 

de las ratas del grupo IR-T3 versus un 20% en el grupo IR-P, detectándose 

hiperemia renal cortical y medular en los grupo pretratados con triyodotironina (43% 

en cada grupo). La extensión de los cilindros tubulares fue moderada (30%) en el 

grupo IR-T3 y moderada/severa (60%) en el grupo IR-P (Fig. 13). No se observaron 

otras diferencias morfológicas entre los cuatro grupos (SO-P, SO-T3, IR-P e IR-T3). 
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Figura 13. Microfotografía representativa de los cambios morfológicos en el parénquima 
renal de ratas Wistar macho pretratadas con placebo (IR-P) a las 48 h de la reperfusión. Se 
observan abundantes cilindros intratubulares PAS+ (asteriscos blancos). En el panel superior 
derecho comparativa de luces tubulares normales (asteriscos negros). 
 
 
 

 

No se encontraron diferencias en el infiltrado inflamatorio túbulo-intersticial 

(leucocitos CD45-positivos totales y macrófagos CD68-positivos) entre los grupos a 

ninguna hora de reperfusión (4, 24 o 48 h). El número de granulocitos 

mieloperoxidasa-positivos fue también similar entre los cuatro grupos (tabla 3, Figs. 

14 y 15). 
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Tabla 3. Evaluación de biopsias renales y cuantificación del infiltrado 
inflamatorio en los grupos de ratas control e isquemia/reperfusión a 
diferentes tiempos. 
  
  

Capilaritis 
 
Tubulitis 

 
Glomerulitis 

 
CD45/mm2 

 
CD68/mm2 

 
PMN/mm2 

 
Control4h 

 
0.0±0.0 

 
0.0±0.0 

 
0.0±0.0 

 
16.06±5.3 

 
12.62±4.4 

 
6.08±0.5 

 
IR- T3  4h 

 
0.50±0.5† 

 
0.04±0.5 

 
0.30±0.4 

 
23.99±10.1 

 
22.08±14.5 

 
8.14±0.8 

 
IR-P 4h 

 
0.25±0.4 

 
0.08±0.2 

 
0.0±0.0 

 
21.97±8.3 

 
14.26±6.4 

 
8.56±0.6 

 
Control24h 

 
0.0±0.0 

 
0.0±0.0 

 
0.0±0.0 

 
48.39±18.6 

 
41.13±13.9 

 
10.40±4.6 

 
IR- T3  24h 

 
0.20±0.4 

 
0.0±0.0 

 
0.50±0.5 

 
18.55±6.2† 

 
26.61±13.2 

 
12.90±5.1. 

 
IR-P 24h 

 
0.40±0.5* 

 
0.10±0.3 

 
0.30±0.4* 

 
11.60±3.6* 

 
12.90±3.8* 

 
12.09±5.5 

 
Control 
48h 

 
0.0±0.0 

 
0.0±0.0 

 
0.0±0.0 

 
21.36±3.3 

 
20.96±5.7 

 
8.06±3.9 

 
IR- T3 48h 

 
0.50±0.7† 

 
0.0±0.0 

 
0.0±0.0 

 
24.19±9.7 

 
32.09±19.5 

 
12.72±14.5 

 
IR-P 48h 

 
0.50±0.5* 

 
0.10±0.3 

 
0.11±0.3 

 
21.97±8.3 

 
23.99±9.6 

 
15.12±8.1 

 
Control: ratas sham-operated tratadas con placebo (SO-P)+sham-operated tratadas con T3 (SO- 
T3); IR-P= isquemia-reperfusión, tratadas con placebo; IR-T3= isquemia-reperfusión, tratadas con 
T3.Los datos se expresan como media ± E.E.M. * p<0.05 IR-P vs. controles; † p<0.05 IR- T3 vs. 
controles. U-Test de Mann Whitney. 
 
 

 
Figura 14. Infiltrado inflamatorio túbulo intersticial. Leucocitos CD45-positivos totales, 
macrófagos CD68-positivos y granulocitos mieloperoxidasa (MPO) positivos. 
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Figura 15. Infiltrado de granulocitos mieloperoxidasa positivos 

 

5. CORRELACIONES ENTRE NTA Y  VARIABLES DE FUNCIÓN RENAL, 

INFLAMACIÓN Y ESTRÉS OXIDATIVO  

Comparamos los parámetros de función renal, inflamación y estrés 

oxidativo, en sangre, orina y tejido renal, entre los animales que presentaban NTA 

y los que no la presentaban, así como también con el grado de necrosis; 

independientemente del grupo al que pertenecieran las ratas. 

 

5.1.  PRESENCIA DE NECROSIS TUBULAR 

5.1.1.  Presencia de NTA y variables de función renal 

Como se observa en la tabla 4, los animales con NTA presentaron valores 

significativamente mayores de creatinina plasmática y proteinuria, con respecto a 

aquellos sin necrosis tubular. 
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Tabla 4. Comparación de parámetros de función renal, inflamación y estrés 
oxidativo en riñones con NTA vs riñones sin NTA 
  
 
 

 
NO NTA 

 
SI NTA 

 
Creatinina (mg/dl) 

 
0.27 

 
0.49* 

 
Proteinuria (mg/mL/100g peso) 

 
0.46 

 
2.76* 

 
IL-6 (pg/mL) 

 
63.43 

 
134.99 

 
MDA plasma (nmol/mg proteína) 

 
5.56 

 
10.148* 

 
GSH plasma (nmol/mg proteína) 

 
4.31 

 
4.53 

 
MDA cortical (nmol/mg proteína) 

 
9.07 

 
12.88* 

 
MDA medular (nmol/mg proteína) 

 
8.67 

 
11.6045* 

 
GSH cortical (nmol/mg proteína) 

 
6.6 

 
7.35 

 
GSH medular (nmol/mg proteína) 

 
4 

 
4.689* 

 
PARP-1 tubular intensidad (score 0-3) 

 
0 

 
1.3* 

 
PARP-1 tubular extension (score 0-3) 

 
0 

 
3* 

 
Peróxido de hidrógeno en orina (umol/100g peso) 

 
6.13 

 
11.75* 

 
Isoprostanos en orina (pg/mL) 

 
950 

 
1875* 

 
NO NTA= ratas sin necrosis tubular aguda; SI NTA= ratas con necrosis tubular aguda. Los datos 
se expresan como medianas. * p<0.05 SI NTA vs. NO NTA. U-Test de Mann Whitney. 
 

5.1.2.  Presencia de NTA y variables de inflamación 

Si bien la mediana de IL-6 fue superior en las ratas con NTA, la diferencia 

entre los valores no fue estadísticamente significativa (tabla 4). 

 

5.1.3.  Presencia de NTA y variables de estrés oxidativo 

A nivel plasmático, los valores de MDA fueron significativamente superiores 

en los animales con NTA, sin embargo no se hallaron diferencias significativas 
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para el contenido de glutatión. En concordancia con estos resultados, el contenido 

tisular de MDA, tanto cortical como medular, fue significativamente superior en los 

riñones con necrosis tubular, pero no encontramos diferencias significativas en los 

valores de GSH tisular (medular y cortical) en las ratas que tenían NTA versus las 

que no tenían necrosis. La expresión tubular de PARP-1, tanto a nivel de 

intensidad como de extensión, fue significativamente mayor en los riñones con 

NTA. 

La excreción urinaria de peróxido de hidrógeno e isoprostanos fue 

significativamente superior en los animales que tuvieron necrosis tubular (tabla 4). 

 

 

5.2.  GRADO DE NECROSIS TUBULAR 

Analizamos el coeficiente de correlación entre el grado de necrosis tubular 

(0-3) y los valores de los parámetros de función renal, inflamación y estrés 

oxidativo. 

 

5.2.1.  Grado de NTA y variables de función renal 

Los coeficientes de correlación positiva entre el grado de NTA y los niveles 

séricos de creatinina, por una parte, y entre grado de NTA y proteinuria, por otra, 

fueron moderados tal y como se observa en las figuras 16 y 17, respectivamente. 
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Figura 16. Correlación entre los niveles plasmáticos de creatinina y el grado de NTA (test de 
Spearman). 
 

 

 

 

Figura 17. Correlación entre la proteinuria y el grado de NTA (test de Spearman). 
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5.2.2.  Grado de NTA y variables de inflamación 

No se pudo establecer correlación entre los niveles plasmáticos de IL-6 y el 

grado de NTA (figura 18). 

 

 

Figura 18. Correlación entre los niveles plasmáticos de IL-6 y el grado de NTA (test de 
Spearman). 
 
 
 
 
 
5.2.3.  Grado de NTA y variables de estrés oxidativo 

El nivel de correlación positiva entre el grado de NTA y los valores 

plasmáticos de MDA fue alto (Fig. 19), sin embargo, en relación a la GSH 

plasmática no se pudo establecer correlación alguna (Fig. 20). 
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Figura 19. Correlación entre los niveles plasmáticos de MDA y el grado de NTA (test de 
Spearman). 
 

 

Figura 20. Correlación entre los niveles plasmáticos de GSH y el grado de NTA (test de 
Spearman). 
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En consonancia con los resultados anteriores, el grado de NTA se 

correlacionó de forma positiva con el contenido tisular de MDA, tanto cortical 

como medular (Fig. 21), pero no con el contenido tisular de GSH (Fig. 22). 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 21. Correlación entre los niveles tisulares de MDA y el grado de NTA (test de 
Spearman). 
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Figura 22. Correlación entre los niveles tisulares de GSH y el grado de NTA (test de 
Spearman). 
 
 
 
 
 
 
 

Se observó una correlación positiva moderada entre grado de NTA y 

expresión de PARP-1 tubular, tanto a nivel de intensidad como de extensión (Fig. 

23). 
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Figura 23. Correlación entre la extensión/intensidad de PARP-1 tubular y el grado de NTA 
(test de Spearman) 
 

 

En cuanto al grado de NTA y la excreción urinaria de peróxido de 

hidrógeno e isoprostanos , hallamos una correlación positiva moderada en el 

primer caso (Fig. 24) y alta en el segundo (Fig. 25). 
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Figura 24. Correlación entre la excreción urinaria de peróxido de hidrógeno y el grado de 
NTA (test de Spearman). 

 

Figura 25. Correlación entre la excreción urinaria de isoprostanos y el grado de NTA (test de 
Spearman). 
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El precondicionamiento renal ha sido ampliamente explorado en los últimos 

años como una estrategia protectora para aumentar la resistencia de las células 

renales frente a eventos de I/R. Esto se ha logrado mediante la pre-exposición del 

riñón a condiciones que desencadenan un estrés oxidativo leve, tales como la 

isquemia transitoria (Zager y cols., 1984; Weber KE y cols. 2012), la oxigenación 

hiperbárica (Ramalho RJ y cols., 2012), hiperoxia (Wahhabaghai H y cols. 2009), 

ozono (Oztosun M y cols., 2012), la hipertermia (Delbridge y cols., 2007), o la 

irradiación (Kim J y cols., 2009). 

La isquemia reperfusión renal es un fenómeno muy complejo que involucra 

varios tipos de células (p.e células endoteliales, células inflamatorias y células 

dendríticas), el epitelio tubular dañado, disfunción vascular, y la infiltración 

leucocitaria. Además, muchos otros factores participan e interactúan en este 

evento, tales como los cambios en la hemodinámica renal (Rodriguez F y cols., 

2013), edema (Herrler T y cols., 2012), cambios en el recambio de ácido 

hialurónico (Declèves AE y cols., 2012), inflamación (Ko GJ y cols., 2011), y la 

activación nerviosa simpática (Salman IM y cols.,  2010). 

El primer intento de utilizar hormonas tiroideas en el tratamiento del FRA 

fue comunicado por Straub en 1971. Él demostró que la mortalidad de conejos y 

ratones sometidos a FRA inducido por mercurio se reducía cuando los animales 

eran tratados con tiroxina (T4), y que la administración a largo plazo de la 

hormona resultaba en una mejoría de la función renal. A partir de entonces, el uso 

de hormona tiroidea ha mostrado ser efectiva promoviendo la recuperación de la 

necrosis tubular en una amplia variedad de modelos de NTA isquémica y tóxica. 

Estos efectos beneficiosos parecen estar relacionados con un aumento de la 

expresión del factor de crecimiento epidérmico (FCE), esencial para la 
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regeneración de los túbulos renales tras la lesión por I/R. Estudios in vitro de 

Johnson y cols. (1989) mostraron que el pretratamiento de células tubulares 

proximales de conejo con triyodotironina (T3) incrementó su respuesta al FCE y 

aumentó, al mismo tiempo, el número de receptores de FCE a nivel de las células 

epiteliales renales. 

La hipótesis subyacente a la presente tesis es que la I/R renal causa lesión 

debido a un incremento en el estrés oxidativo y que el pre-tratamiento con 

triyodotironina (T3) modula este desequilibrio en el estado oxidativo y, de esa 

forma, promueve una recuperación más rápida de la función renal. 

El precondicionamiento con una dosis única de T3, disminuyó de forma 

significativa las lesiones histológicas derivadas de la isquemia y redujo las 

variables de disfunción renal, estrés oxidativo, los niveles plasmáticos de la 

citoquina inflamatoria IL-6, y la expresión tubular y glomerular de PARP-1. 

Para este estudio utilizamos la hormona en su forma activa (T3) puesto que 

creemos que representa la preparación ideal considerando una futura aplicación 

clínica de la misma. 

Nuestros resultados contrastan con el antiguo trabajo de Sutter y Sieguel 

(1988) donde el precondicionamiento con T4, administrándola inmediatamente 

antes de la isquemia,  no mejoró el FRA en ratas,  aunque la administración 

postisquémica inmediata de la hormona (a dosis de 10  y de 20 ug/100 g) sí fue 

efectiva acelerando la recuperación del epitelio tubular dañado. La razón por la 

cual el precondicionamiento con T4 no tuvo un efecto protector no está claro y, 

probablemente, la inefectividad del tratamiento se haya debido a un incremento 

de la demanda de O2 y a la formación de RLO inmediatamente antes de la 

isquemia, lo cual haría al riñón más vulnerable a la misma.  . Es posible que un 
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retraso de 24 h en la administración del agente, signifique que la hormona se 

recibe en el pico de la lesión renal, cuando el daño celular  está plenamente 

manifiesto, impidiendo el efecto de precondicionamiento.  

 A diferencia de este estudio, en nuestro trabajo la triyodotironina fue 

administrada 24 h previas a la inducción de la isquemia, permitiendo, de alguna 

manera, un período de readaptación de las células renales y de los mecanismos 

compensadores. Además, muchas investigaciones recientes han contrarrestado la 

idea de que la T4 es solamente una pro hormona de T3 (Cheng S-Y y cols. 2010; 

Davis PJ y cols. 2010; Davis PJ y cols. 2011) (Fig. 1). Así, concentraciones de T4 

cercanas a los valores fisiológicos (10-10 m de T4 libre) pueden interactuar con 

proteínas estructurales de la membrana plasmática, como la integrina αvβ3, la 

cual contiene un dominio de unión para yodotironinas. La señal de la hormona 

tiroidea es transducida por MAPK (ERK1/2) en el endotelio (Bergh JJ y cols., 

2005) y en otras células (Davis FB y cols., 2006). Además, los mecanismos por 

los cuales las células transducen las señales de T4 y T3 no necesariamente son 

los mismos. PI 3-K puede ser activado por T3 pero no por T4 mientras que ERK1/2 

puede ser activado tanto por T4 como por T3 (Lin HY y cols., 2009). 

La integrina transportadora de plaquetas αvβ3, y la hormona tiroidea 

pueden actuar a través de esta vía para modificar la función plaquetaria (Mousa 

SS y cols., 2010). Las plaquetas humanas se aglutinan en respuesta a 

concentraciones fisiológicas de T4 libre, secretando ATP como indicador biológico 

de aglutinación. Sin embargo, T3 no causa aglutinación plaquetaria ni secreción 

de ATP. Éstas y otras diferencias no conocidas entre las acciones de  T4 con 

respecto a T3 pueden explicar las discrepancias entre nuestros resultados y los de 



Discusión 

 116 

Sutter. Así, la administración de T4 antes de la isquemia podría impedir el efecto 

beneficioso del precondicionamiento debido a este efecto pro coagulante, que 

sería más activo en ausencia de flujo sanguíneo durante la isquemia.  

 

 

Figura 1. Acciones no genómicas de las hormonas tiroideas.  La integrina α vβ3, es un 
receptor de membrana plasmática de alta afinidad para la T4, uniéndose T3 con menor afinidad, a 
través de la cual T4 activa la vía de la MAPK (ERK1/2) a través de la fosfolipasa C (PLC) y 
proteinquinasa  C (PKC). ERK1/2 activado, promueve  el transporte de proteínas específicas 
desde el citoplasma hacia el núcleo y la fosforilación de nucleoproteínas. Las proteínas 
fosforiladas por ERK1/2 activado por la hormona incluyen: receptor de estrógeno (ER)-α, TR-β1, el 
transductor de la señal y activador de la transcripción (STAT)-1α, y la proteína Trip230. Los 
eventos celulares inducidos desde el receptor de superficie incluyen: angiogénesis(endotelial y de 
células de músculo liso) y proliferación de células tumorales. En el citoplasma la T3 activa a PI3K 
iniciándose la transcripción de genes específicos. GLUT1, transportador de glucosa-1. (Cheng y 
cols. 2010). 
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En el presente estudio demostramos que la I/R renal en ratas resulta en 

una significativa lesión y disfunción renal.  La I/R renal produce una reducción 

significativa de la función renal,  tal y como lo indican los niveles aumentados de 

urea y creatinina plasmáticas y la marcada reducción en el aclaramiento de 

creatinina. El daño renal ha quedado claramente documentado a través del 

análisis histológico de las biopsias por la presencia de NTA.  

Nuestros datos indican que los animales precondicionados mostraron una 

recuperación acelerada y sostenida del FRA. Esto se apoya en la mejor función 

renal y los niveles de proteinuria más bajos a las 48 h post-isquemia de las ratas 

pre-tratadas con T3. 

El precondicionamiento con T3 atenuó la disfunción renal, reduciendo los 

niveles plasmáticos de urea y creatinina e incrementando los valores de 

aclaramiento de creatinina.  

Con la excepción de la proteinuria, la cual mejoró a las 24 h, el resto de 

variables, usadas como índice de función renal, se recuperaron a las 48 h de la 

isquemia. Una posible explicación para este fenómeno puede derivar de los 

estudios de Fernández y cols. (2007) y de Li y cols. (2011), quienes administraron 

T3 y luego siguieron  el curso temporal de las distintas variables que podrían 

participar en este efecto de precondicionamiento. Usando la misma dosis de T3 

que en nuestro estudio estos autores observaron que: a)- los niveles séricos de T3 

estaban marcadamente disminuidos a las 24 h, retornando a los valores de 

control a las 36 h; b)- El contenido de GSH hepático y renal comenzaba a 

aumentar a las 24 h, y c)- la carbonil proteína en hígado y el MDA en riñón 

retornaban a los valores control a las 24 h. Todos estos datos indican que el 

efecto pleno del precondicionamiento se alcanza a las 48 h después de la  
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administración de T3 o a las 24 h después de la isquemia, como se observó 

usando nuestro protocolo. 

Por otra parte, puesto que el daño celular de la agresión isquémica no está 

limitado al periodo de la oclusión vascular, es muy difícil determinar si la 

administración de T3 actuó limitando la severidad del insulto inicial o ayudó a 

aumentar el proceso de recuperación. Varios estudios han demostrado que el 

daño tubular que sigue al insulto isquémico continúa produciéndose durante las 

primeras 24 h después de establecida la reperfusión (Reimer KA y cols., 1972; 

Glaumann B y cols., 1975; Glaumann B y Trump BF, 1975; Venkatachalam MA y 

cols., 1978). 

Además, los cambios celulares morfológicos asociados a la isquemia 

fueron significativamente menores en los animales tratados con T3, indicando que 

la hormona no sólo mejora la función renal sino que también acelera la reparación 

del epitelio tubular dañado.  

El hecho de que a las 24 h de la reperfusión el grupo precondicionado 

tuviese niveles más elevados de creatinina y un porcentaje de NTA sin diferencias 

significativas con el grupo placebo, y que hacia las 48 h de la reperfusión los 

valores de creatinina plasmática fueran similares a los de los grupos control y la 

NTA fuera significativamente menor que las ratas placebo, sugiere que la 

hormona actúa mejorando los mecanismos de recuperación y no simplemente 

limitando la severidad del insulto inicial. 

En base a estos resultados, parece más probable que los efectos 

beneficiosos de T3 estén relacionados con un aumento y mejoría de los 

mecanismos celulares, lo cual resulta en  la reparación y restauración del daño 

subletal del epitelio tubular.  
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Nuestros hallazgos están en la línea de observaciones previas  de que el 

precondicionamiento con T3 puede proteger al hígado del daño por I/R 

(Fernández y cols., 2007). Los mecanismos celulares y moleculares responsables 

de estos efectos saludables no están completamente claros y parecen ser 

multifactoriales. 

El precondicionamiento con la hormona tiroidea tuvo un claro efecto anti-

necrótico, el cual puede explicarse, al menos en parte, por el descenso in situ de 

la expresión tubular de PARP-1 y los signos de reducción del estrés oxidativo 

renal, p.e, descenso de los valores tisulares (corteza y médula) de MDA, 

incremento de los valores tisulares (corteza y médula) de glutatión, y la 

disminución de los niveles urinarios de peróxido de hidrógeno e isoprostanos. 

Estos cambios disminuyen la necrosis de las células epiteliales tubulares, 

mejorando así la función renal.  

La extensión e intensidad de la expresión tubular y glomerular de PARP-1 

se elevó en los grupos con isquemia después de todos los periodos de 

reperfusión en consonancia con reportes previos de una asociación entre daño 

renal secundario a isquemia renal y sobreactivación de PARP-1 (Noiri y cols., 

2001; Yelamos y Oliver, 2002). La PARP-1 es una proteína nuclear que protege el 

genoma celular reparando las cadenas rotas de ADN (De Murcia y cols., 1995), 

catalizando la ADP-ribosilación de proteínas usando NAD+ como sustrato 

(Schraufstatter y cols., 1986). La sobreactivación de PARP-1 inducida por la 

isquemia conduce a un consumo masivo de NAD+ y a depleción del ATP (Lindahl 

y cols., 1995), produciendo necrosis celular (Thiemermann y cols., 1997). La 

PARP-1 se ha implicado en la patogénesis del daño por I/R en diferentes modelos 

experimentales. Así, las lesiones por I/R fueron reducidas por la inhibición 
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farmacológica de PARP-1 en ratas (Martin y cols., 2000) y en ratones knock-out 

para el gen parp-1 (Zheng y cols., 2005). 

En un estudio en humanos, la expresión nuclear tubular de PARP-1 

precedió a los signos morfológicos de NTA, y se halló una relación positiva entre 

NTA y expresión de PARP-1 (O'Valle y cols., 2009). En el presente estudio, el 

tratamiento con triyodotironina redujo la expresión de PARP-1 a las 24 y 48 h de 

la reperfusión, probablemente relacionado con la recuperación del ATP renal 

(Sutter y cols., 1988), un mecanismo que puede contribuir a la mejora de la lesión 

renal por I/R. 

Las hormonas tiroideas están probablemente involucradas en el control de 

la actividad de PARP-1. Cesarone y cols. (2000) demostraron un incremento de 

los niveles basales de la enzima hepática en ratas tiroidectomizadas hipotiroideas. 

Asimismo, la administración de T3 en ratas eutiroideas  como en 

tiroidectomizadas, resultó en una disminución rápida y transitoria de la actividad 

de PARP-1. 

El presente estudio sugiere que el precondicionamiento con hormona T3  

puede mejorar el perfil oxidativo post-isquemia, conduciendo a una expresión 

tisular de PARP-1 significativamente menor, indicando que la T3 puede reducir la 

peroxidación lipídica. En consonancia con estos hallazgos, el 

precondicionamiento con T3 provocó una disminución significativa de MDA, H202 e 

isoprostanos, y un incremento significativo en la actividad de GSH a los dos días 

posteriores a la isquemia renal. 

La aceleración del consumo de O2 por T3 aumenta la producción de RLO 

con la concomitante depleción de antioxidantes, induciendo por lo tanto un 

desequilibrio redox (Fernández V y cols. 2006). El precondicionamiento del estrés 
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oxidativo puede involucrar la reprogramación genética a través de la activación de 

factores de transcripción específicos que controlan la expresión de proteínas 

relacionadas con la protección  y supervivencia celular (Cutrín JC y cols. 2002). 

La calorigénesis inducida por T3 se acompaña de una sobrerregulación redox de 

citoquinas (Tapia G y cols. 2003), enzimas (Fernández V y cols. 2005), proteínas 

anti-apoptóticas (Fernández, Mora y cols. 2005) y proteínas de fase aguda (Tapia 

G y cols. 2006). 

Estos representan mecanismos adaptativos para restablecer la 

homeostasis redox y promover la supervivencia celular bajo condiciones de 

toxicidad por RLO.  

La administración de T3 puede representar un estímulo de 

precondicionamiento que produce un desequilibrio redox a corto plazo y 

reversible. 

En consonancia con esta estrategia, observamos en ambos grupos de 

ratas tratadas con una dosis única de T3 (100 ug/kg) 24 h antes de la isquemia 

una reducción de los niveles plasmáticos de glutatión  a las 4 h de la reperfusión. 

Estos resultados concuerdan con reportes previos. Fernández V y cols. (2007) 

trataron ratas con la misma dosis de T3 y observaron una respuesta calorigénica  

evidenciada por un marcado incremento en la temperatura rectal de los animales 

(que duró unas 34 h) y por el estrés oxidativo en el hígado, caracterizado por una 

depleción de GSH a las 24 h y una carbonilación proteica aumentada a las 12 h, 

lo cual se revirtió a las 24 h. En un estudio posterior, Li y cols. (2011) reportó que 

la administración de T3 a las mismas dosis que en nuestro estudio produjo una 

disminución del GSH renal y un incremento de MDA que fueron comparables con 

los valores de los controles después de 24 h. Estos cambios en las variables de 
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estrés oxidativo ocurren sin toxicidad hepática ni renal. Nuestros resultados 

corroboran que este efecto está desprovisto de toxicidad renal como se 

demuestra por los valores renales normales en el grupo SO-T3 después de la 

administración de T3. 

El principal daño tubular y glomerular parece ocurrir durante el periodo de 

reperfusión post-isquemia, y la generación de RLO estaría implicada como el 

mayor factor contribuyente (Dröge, 2002; Nath y Norby, 2000). En nuestro 

estudio, el precondicionamiento con T3 se asoció a una reducción en los 

componentes de estrés oxidativo inducidos por la I/R, como se evidencia por la 

disminución observada en los niveles de las variables de estrés oxidativo en 

plasma, orina y tejido renal. El mecanismo por el cual la triyodotironina atenúa el 

estrés oxidativo sistémico y local podría involucrar la prevención del deterioro 

oxidativo dependiente de RLO de biomoléculas, a través del restablecimiento de 

la homeostasis redox. Además, la T3 podría revertir los cambios en la señal de 

transducción y expresión genética que subyace al daño inducido por la I/R (Dröge, 

2002; Poli y cols., 2004). 

Aparte de los efectos evidenciados en el presente estudio, se ha 

demostrado que el tratamiento con hormona tiroidea mejora la recuperación del 

ATP renal y reduce las alteraciones celulares asociadas a la lesión isquémica 

renal (Sutter y cols., 1988). Así, el impacto beneficioso de la hormona tiroidea 

puede ser explicado también por la activación de la Na-K-ATPasa renal, dada la 

demostración de Lo y Edelmann (1976) de que la tiroxina (T4) incrementa no sólo 

la actividad de la Na-K-ATPasa sino también el número de unidades de Na-K-

ATPasa en la corteza renal. Además, otros investigadores (Schulte-Wissermann y 

cols., 1977) encontraron que la T4 acelera la recuperación de la actividad de Na-K-
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ATPasa en varios modelos de FRA. Varios investigadores han demostrado que 

los niveles de ATP renal caen rápidamente después de la oclusión de las arterias 

renales (Vogt y Farber, 1968;  Fernando y cols., 1976; Hems y Brosnan, 1970; 

Warnick y Lazarus, 1980). Además, la depleción del pool de adenina nuclétido 

ocurre y resulta en una recuperación retrasada de los niveles tisulares de ATP. 

Vogt y Farber en 1968, notaron que los niveles de ATP retornaban al 90% de los 

valores de control en 30 min si el intervalo de isquemia era de 20 min, mientras 

que una reperfusión de 60 min se acompañaba de una recuperación de sólo un 

50% del ATP renal tras 40 min de isquemia. Induciendo un daño isquémico de 60 

min, tanto Fernando y cols. (1976), como Collins y cols. (1981), notaron una 

recuperación incompleta de los niveles renales de ATP. En otro estudio de Sutter 

y Sieguel, se demostró que hay una correlación lineal significativa entre  la función 

renal 24 h después de la isquemia y el contenido renal de ATP tras 120 min de 

reperfusión. Otros estudios de mismo grupo mostraron que la infusión 

postisquémica de ATP-MgCl2 o de AMP-MgCl2 (Siegel y cols., 1984; Stromski y 

cols., 1986) mejoró la recuperación del FRA y que la administración 

postisquémica de estos agentes resultó en unos niveles de ATP 

significativamente más altos cuando se medían a los 120 min de la reperfusión. 

Así,  parece que la función renal tras la isquemia se relaciona con la recuperación 

postisquémica de ATP y que las maniobras que aumentan los niveles de ATP 

pueden resultar en una mejoría de la función renal.  Asimismo, estos 

investigadores demostraron que las ratas tratadas con T4 incrementaban más 

rápidamente los niveles de ATP, alcanzando un 90% de los valores 

preisquémicos a los 120 min de la reperfusión frente al 64% de los animales 

tratados con suero salino. Por lo tanto, unos niveles postisquémicos de ATP 
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tisular aumentados  en los animales tratados con hormona tiroidea puede explicar, 

en parte, la recuperación acelerada del FRA. 

El mecanismo responsable del incremento de los niveles de ATP celular 

tras el tratamiento con hormona tiroidea podría estar relacionado con un mayor 

consumo de ADP por la mitocondria hepática (Hoch y cols., 1977). Barbior y cols. 

(1973) demostraron que el consumo de ADP de ratas tratadas con una dosis 

única de tiroxina fue significativamente mayor que en los animales eutiroideos y 

que había una correlación significativa entre el consumo de ADP dependiente de 

oxígeno y el trasporte activo de ADP. El ADP, un sustrato de la fosforilación 

oxidativa, tiene que entrar a la mitocondria para ser refosforilado. Si por cada 

molécula de ADP que entra, una molécula de ATP sale, se puede especular  que 

este aumento del consumo de ADP se acompañaría de la secreción de una 

cantidad equivalente de ATP desde la matriz mitocondrial.  

Otro mecanismo que puede explicar el incremento de los niveles de ATP es 

la estabilización de las membranas celulares por las hormonas tiroideas. Ballard y 

cols. (1984) demostraron que la hormona tiroidea estimula la incorporación de 

fosfolípidos durante el desarrollo de los tejidos pulmonares de ratas y conejos. 

Los fosfolípidos son un componente importante de las membranas celulares y 

proveen de un armazón estructural  indispensable para el mantenimiento de la 

integridad celular. Se desconoce de qué manera la hormona tiroidea tiene un 

efecto estimulante en la incorporación  de fosfolípidos en la célula tubular renal.  

Este efecto estaría en consonancia con nuestros hallazgos de menor 

descamación celular, necrosis y pérdida del borde en cepillo, observada en el 

grupo precondicionado con T3. 
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Es conocido que la lesión por I/R renal involucra respuestas inmunes tanto 

innatas como adaptativas. Los mediadores celulares de la inmunidad, tales como 

las células dendríticas, neutrófilos, macrófagos, natural killer, linfocitos T y B, 

contribuyen a la patogénesis del daño renal tras la I/R (Jang y cols., 2009; Yang y 

cols., 2010; Parra y cols., 2010). Los leucocitos juegan un papel crucial en la 

lesión por I/R. Así, la hemo-reperfusión empobrecida en leucocitos mejoró la 

función renal y el daño túbulo-intersticial en un modelo porcino, acompañado por 

una reducción de la infiltración celular mieloperoxidasa+ de más del 91% (Yang B 

y cols., 2011).  

La inflamación usualmente caracteriza la lesión por I/R en ratas (Fig. 2), 

pero encontramos muy pocas células inflamatorias a todos los tiempos de 

reperfusión (4-48 h), las cuales han sido detectadas en áreas de NTA o en 

algunos casos con infarto renal. En general, no se observaron diferencias 

morfológicas en glomerulitis, tubulitis, o capilaritis, y estos hallazgos fueron 

apoyados por los resultados inmunohistoquímicos. Utilizamos la 

inmunohistoquímica para cuantificar el número de células (leucocitos, 

monocitos/macrófagos y granulocitos MPO+) por campo milimétrico. Aunque 

encontramos algunas diferencias esporádicas en el número total de leucocitos 

(CD45) y macrófagos (CD68) detectados por inmunohistoquímica, no han habido 

diferencias en el conteo de granulocitos en ningún tiempo de reperfusión. La T3 es 

protectora pero no reduce la extensión y duración del infiltrado inflamatorio, lo cual 

puede deberse a un número inadecuado de células inflamatorias para diferenciar 

(ver figuras 14 y 15 de Resultados). Las biopsias renales de los diferentes grupos 

no mostraron infiltrados inflamatorios en el túbulo-intersticio ni en el glomérulo, 

sólo la presencia de células inflamatorias circulantes dentro de los vasos.  
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Dado que el conteo de neutrófilos fue similar que en los controles, creemos 

que el efecto beneficioso de T3 es atribuible a un efecto directo sobre las células 

renales a través de una reducción en el estrés oxidativo, fuertemente asociado 

con la I/R renal, lo cual induce una disfunción renal atenuada en las ratas, y no 

está mediado por una reducción en el número de PMN. 

 

 

Figura 2. Respuesta inflamatoria en la I/R renal. Modelo de la participación de monocitos y 
líneas celulares derivadas de monocitos (macrófagos y células dendríticas) en la respuesta 
dinámica frente al daño por isquemia reperfusión en el riñón.  Abreviaturas: DC, células 
dendríticas, IL, interleuquinas; IRI, daño por isquemia/reperfusión; M , macrófago; NO, óxido 
nítrico; ROS, especies reactivas del oxígeno; TNF, factor de necrosis tumoral (Swaminathan S., 
Griffin M, 2008). 
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• El precondicionamiento con Triyodotironina redujo los signos 

bioquímicos e histológicos del daño renal causado por 

isquemia/reperfusión y se asoció con una reducción de las variables de 

estrés oxidativo en plasma, orina y tejido renal, así como con una 

disminución tanto de los niveles plasmáticos de la citoquina inflamatoria 

IL-6 como de la expresión de PARP-1 a nivel glomerular y tubular. 

Estos resultados indican un importante papel para la secuencia de 

estrés oxidativo, inflamación, y sobreactivación de PARP-1 en el 

desarrollo del FRA inducido por I/R.  
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