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1-ESPECTROSCOPIA: NOCIONES GENERALES.

1.1-Definicioén de espectroscopia. El fenémeno
espectroscépico.

La espectroscopla es una rama de la ciencia que se

inicia en 1666 con la descomposicién, por Newton, de la luz
blanca, mediante un prisma, en un espectro de colores. En
términos de radiacién, la luz visible ocupa una pequefia parte
de] espectro electromagnético (conjunto de energias radiantes
clasificadas segun su frecuencia (y) v longitud de onda (N).
( Fig I.1) (Gadian 1982).
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E1 andlisis de la estructura molecular de la materia

mediante la interaccidén con la misma de las distintas formas

de radiacién electromagnética constituye, en esencia, el
fundamento del método

espectroscépico (Petersen y cols
1985¢).

En principio, todos los métodos espectroscépicos son
semejantes: en el curso de la inter.ccién de la radiacién con
la materia se absorbe una cierta cantidad de energia, que se
emite después en un proceso sujeto a medicidédn en el que se
pueden determinar la frecuencia y la longitud de ondu de la
radiacién emitida, proporcionando el resultado de la medida
una idea bastante aproximada de la conformacién molecuiar
del medio irradiado. En la préactica, Jlos distintos
procedimientos espectroscopicos difieren en la frecuencia de
radiacién o ‘ranja del espectro electromagnético uti'izada.
Generalmente, aun cuando las caracteristicas del fenbmeno a
estudiar influyen sobre 1la eleccién de la frecuencia de
radiacién mas util a emplear, las divisiones sobre ésta
suelen ser arbitrarias y tienen su origen en la capacidad de
los sistemas de instrumentacioén para producir y registrar las
distintas frecuencias del espectro electromagnético

(Streitwieser Yy Heathcock 1982).

Todos los espectrometros deben poseer, por ello (Spice
1967): a) una fuente de radiacién; b) un sistema de
seleccibn de longitudes de onda conocidas; ¢) un soporte para

la muestra material objeto de estudio; d) un detector de

radiacion.




1.2-Tipos de espectroscopia.

La absorcién o emisidn de radiacién por la materia tiene
lugar en forma de cuantos de energia de magnitud h

x ¥V (h:
constante de Planck; WV :

frecuencia de la radiacién). El
proceso de absorcién y / o emisién ocurre sél1o si la magnitud

del cuanto energético iguala exactamente al cambio de energia

de algun proceso atémico o molecular. En consecuencia, cada
tipo de proceso estd asociado con un determinado intervalo de
frecuencia del espectro electromagnético (Catala 1979).

Las distintas formas de espectroscopia pueden, por
tanto, clasificarse segun la frecuencia de la radiacioén
utilizada o el tipo de transiciéon energética que provocan
(Slichter 1978). Asi:

a) Los cuantos de radiacién gamma resultan comparavles
a lcs cambios de energia de los procesos nucleares, por 1o
gque son emitidos cuando tienen jugar tales cambios
(Streitwieser Yy Heathcock 1982).

b) La espectroscopia de rayos X estudia las transiciones
que tienen lugar en las nubes electrénicas internas que

rodean a los atomos (Petersen y cols 1985¢c) .

c) Las regiones ultravioleta Yy visible del espectro se
n asociadas con transiciones de los electrones de

(externos) y pueden utilizarse, por ello, para
s sistemas vivos (Harris Y

encuentra

valencia
investigar e] estado redox de 10

Mann 1978).

teristica de los cambios

d) La region infrarroja es carac ‘
y se usa para estudiar

de energia moleculares por vibracion

los enlaces quimicos (Spice 1967).




e) La espectroscopia por

microondas estudia las
transiciones de spin

electrénico, mientras

que la
espectroscopia por ondas de

radiofrecuencia estudia las

transiciones de spin nuclear, En la espectroscopia por

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) las sefales se originan,
por tanto, como consecuencia de la interaccién de las ondas

de radio con los propios nucleos atémicos (Gadian 1982),

2-BASES FISTCAS DE LA ESPECTROSCOPIA POR RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR:

En fisica, es bien conocido el hecho de que una carga
eléctrica oscilante crea en todos los puntos del espacio que
la rodea un campo eléctrico y un campo magnético
perpendiculares entre si. Maxwell ha demostrade que la
perturbacién electromagnética originada por la carga se
propaga en el espacio, a velocidad constante, en ena
direccién perpendicular a su vez a 1a de los campos eléctrico
y magnético que forman la perturbacién (Fig. 1.2) (Gremy Yy
Perrin 1871).

Fig. I.2- radiacidn ﬂoctro.ugnltiu.
propagéndose en la direccién 2. B:
campo magnético oscilante. E: Campo
eléctrico oscilante.




Cuando las cargas que inducen la perturbacién no son

libres (caso, por ejemplo, de una corriente eléctrica Que

atraviesa un conductor), en el espacio circundante s6lo se

manifiesta el campo magnético, debido a que las fuerzas

eléctricas se anulan como consecuencia de 10s mecanismos de
repulsién y atraccién de cargas dentro del conductor (Bovey
1969; Sears y Zemansky 1973). Este fendmeno es aprovechado en

RMN donde unicamente se utiliza el componente magnético de la
radiacién electromagnética.

2.1- Momento magnético nuclear.

Los nucleos atémicos contienen protones y neutrones que
giran a alta velocidad (movimiento de Spin). Como giran y
tienen masa (m), poseen un "momento angular”. Estando el
protén positivamente cargado (qg+), el movimiento de Spi?
genera un pequefoc campo magnético 11amado "momento magnético’
(Fig. I.3) (Abragam 1961). Pues bien, el cociente entre los
médulos o valores del momento magnético y angular se 11ama
cociente o constante giromagnética del nucleo y depende sélo

del cociente entre su carga (q+) y su masa (m).

i (M),
i - Momento magnético nuc lear
Fig. 1.3 L
definido por M =Y x 4 w, e g
constante giromagnética proporciona e
J es @1 vector de momento angular propore
3 v).
a la masay velocidad del nucleo (A X V)




Aunque el neutrén es e@léctricamente neutro,
no estan uniformemente distribuidas Y,

sus cargas

: por tanto, generan un
momento magnético” cuyo valor es, aproximadamente, igual a

los 2/3 del momento magnético del protén (Bradley y Tosteson

1981). Por esta razén, cuando un nacleo posee un numero par

de protones y neutrones (por ej: ®Ca,,) los “momentos

magnéticos” de unos y otros se anulan mutuamente y el nucleo
no es susceptible ai fendmeno de la RMN (Elton 1964). En
cambio, los nucleos con un numero impar de protones,
neutrones o ambos, exhiben un “"momento magnético” neto,
siendo capaces de absorber y emitir (resonar) energia cuando
quedan sometidos a la accién de un campo magnético
(Carrington y Mclachlin 1967). Este fenémeno, descubierto por
Bloch (Bloch y cols 1946) y Purcel (Purcel y cols 1946) en
1946 constituye la base de la RMN,

2. 2-Conducta de un nucleo atémico bajo la accién de un

campo magnético.

Los protones de un determinado nucleo pueden
representarse como esferas giratorias con un vector de
momento magnético orientado al azar (Fig. I.4a). Cuando los
nicleos contenidos en un preparado bioldégico o material
cualquiera se introducen en un campo magnético estdtico Bo

orientan sus vectores en las posiciones finitas permitidas,

que para el nucleo de hidrégeno, de spin %, son dos: UP

la direccién de Bo) Yy DOWN (Antiparalela a la
Estas dos posiciones implican dos estados
1.4b). En el hidrégeno, al ser

predominan los protones que

(Paralela a
direccion de Bo).
energéticos diferentes (Fig.

de menor valor la posicién UP, g
adquieren dicha posicién, con un exceso sobre p

DOWN de 1,4 nuclecs por cada milion, en el agua a si=-
?

iql ' ]1

se trabaja en RMN es muy pequefi-.
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A-campo desconectado

i
iih

Fig. -

.;“1’.':’;’ :) uil::cnto magnetico ds los protones no B o el
. PO Bagnético se orienta al azar. 0
.) Los protones sometidos a un campo ma ti

Se orientan en las posiciones UP y DOWN s @

Fiq I.5- Representacidn de una coleccidén ce spin
on un momento cado. E] vector M represenia Jla

magnetizacion neta que resulta de la suma de la

contribucidn de cada unc dc los spin y adopta la

posicién UP. Los vectores de momentc magnético
(m) para los nicleos de spin § adquieren sdlo dos

valores: +3 y -3 .

Los protones, sometidos a la accién del campo magnhético
giran en torno

Bo y orientados en las posiciones descritas,
én) con

a la direccién de Bo en forma caracteristica (precesi
4ngulos de giro, el menor de los cuales es de 54,72 para cada
orientacién (Kane Yy sternheim 1978). En estas condiciones,




& : L

a 1os nucleos en movimiento de precesién se les aplica un
se ) '

gundo campo B, que gira perpendicular a Bo Yy en el mismo

sentido y frecuencia de precesién que los protones bajo
estudio, se genera una fuer:za que tiende a desplazar e}
vector de magnetizacién aumentando su dngulo con respecto al

campo estatico Bo (Moore 1982).

E1 método escogido para producir esta excitacién nuclear
es la aplicacién de ondas de radio de alta intensidad durante
un periodo muy corto de tiempo (microsegundos) (Petersen y
cols 1985¢). E1 valor del a4ngulo final desplazado respecto a
Bo (a), que sirve para caracterizar el efecto, depende
bdsicamente del valor de B,, del tiempo durante el que se
aplica éste y de la constante giromagnética de los nucleos
(Gili Planas 1984). Debido a la corta duracion de B,
hablamos, en caso de excitacién nuclear, de haber
suministrado un pulso. Y si, como consecuencia del mismo, se
produce una desviacion a, hablamos de un pulso a.

2.3-E1 fen6bmeno de la resonancia magnética nuclear.

La absorcién de energia por los nucleos a partir de un
campo energético de radiofrecuencia (B,) se origina como
consecuencia de 1la existencia de un numero desigual de

nucleos en un estado energético determinade (Fig. 1.6). S1

las distintas poblaciones nucleares excitadas se encontrasen

en un estado energético uniforme, se produciria un nuamero

N
igual de transiciones entre las situaciones UP ¥ DOWN,
o emisién neta de energia. EN

j ible con la absorcién .
incompat e

A na
estas condiciones, no Sé generaria sefal algu

1982).




DOWN: Estado mas energético

Absorcion

de
Energla

(]
¥
I
| R
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UP: estado menos energético

Fig.I.6- De los dos estados energéticos que adquieren los protones cuando son sometidos &
los efectos de un campo magnético externo, son los nucleos UP los que tienen menor snergfa
y constituyen, por ello, el estado energético mids poblado. La transicion de un nucleo del
menor al mayor estadc energético se acompara de absorcidn de energfa, mientras que la
emisisn ocurre por el proceso inverso. A sayor fuerza de campo, la diferencia energética
entre los dos estados aumenta como resultado de la mayor poblacién de nucleos en la posicion
UP y, por tanto, de una mayor magnetizacién neta, incrementdndose la seral obtenida.

E]1 fendmeno descrito, de base cudntica, puede explicarse
de un modo mas simple con un tratamiento basado en la fisica
clasica: en efecto, colocados en un campo magnético, los
nucleos desarrollan un momento magnético neto que se
representa como un vector a lo largo del eje Z. Un pulso de
radiofrecuencia perturba sus estados energéticos desplazando
cién neta al eje X. La energia de radiofrecuencia
(Gili 1988a). Recibido el pulso

1a magnetiza

es absorbida en ese momento
los nucleos precesan en el plano XY,

el cual se produce una disminuciodn
te pérdida de magnetizacién en

de radiofrecuencia
precesion © giro durante
de energia, con 1a subsiguien
Xy a la que 1lamamos tiempo de relajacion spin-spin

la pérdida de energia durante la
vector de

el plano

o T, Consecuencia de
por otra parte, el retorno del

posicion de equilibrio sobre el eje Z,
rizamos mediante el 11amado tiempo de
(Harms Y cols 1984) (Fig. I.7).

precesion es,
magnetizacién a su
fenémeno al que caracte
relajacion spin-reticu1o oT,
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o Pulso RF

. RELAJACK)N/‘/ :

SPIN-LATEX SPIN-SPIN
(T) (T)

e L‘F:':d f‘;-dfn.i::’: de ra.afofrocucncil (RF) produce una magnetizacidn neta en el plano
: . agnetizacion ocurre mediante dos procesos distintos de relajacion:
spin-ldtex y spin-spin. La relajacion spin-1dtex es el retorno de 'a magnetizacidn a "I
po‘sicién de equilibrio con @] campo magnético aplicado (direccion ) y el tiempo requerido
viene caracterizado por @] t:eapo de relajacion longitudinal o T,. La relajacién spin-spin
as la pérdica de la coherencia de fase de los spin nucleares. Con la pérdida de 1a
coherencia, la magnetizacion neta en el plano XY tiende a cero. E] tiempo requerido para
este procesc viene caracterizado por @] tiempo de relajacion horizontal o TZ'

2 .4-Tiempos de relajacion.

E1 T,, tiempo de relajacion longitudinal o spin-14tex,

refleja el intercambio de energia entre los spin nucleares Y

el medio en el que se encuentran éstos Y se define como el

tiempo requerido para que un sistema recupere e] 63% de su
valor de equilib

(Petersen Y cols 1985¢c)

rio tras ser expuesto a un pulso de 90°
_para el agua el valor de T, es de unos

tres segundos.




El T

20 tiempo de relajacién horizontal
refleja

' . O spin-spin
interacciones entre :

nacleos vecinos si ingu
| . n ningun
intercambio de energia con el ;

desaparicién de la sefRal

medio e informa sobre la
e en el plano XY (Muller y cols
) para el agua pura es de unos tres segundos
por 1o que el cociente T,/T, en el agua es igual a uno. :

En soluciones liquidas y cuerpos s6lidos, la existencia
de pequerios campos magnéticos moleculares determina que los
nucleos se relajen con frecuencias de precesién ligeramente
distintas (no coherentes), 1o gque hace que las interacciones
spin-spin reduzcan, prdacticamente a cero, el vector de
magnetizacién en el piano XY antes de que se libere toda su
energia al medio. De ello se deduce que, en tales
condiciones, T, sea siempre inferior o igual a T, (Gili
1988a).

En términos generales, la sedal obtenida en RMN es
siempre dependiente de la densidad de protones del medio
analizado y la mayor o menor influencia en la sefial de los
distintos tiempos de relajacién depende de la secuencia de

pulsos utilizada.

2.5-Magnitud de la serial en RMN.

Ccomo la energia Yy 1a frecuencia de una radiacidén se

encuentran directamente relacionadas entre si (E=h=x¥), la

amplitud de 1a sefal obtenida en RMN, que es una medida de 1a

energia de radiacion emitida, depende, en primer lugar, de la
frecuencia de emision.

: ; i
La frecuencia de resonancia de un nucleo depende, a

vez, de tres factores:




1-FUERZA DEL CAMPO MAGNETICO (Tabla I.1),

A i
mayor fuerza de campo magnético mayor frecuencia de
- .
esonancia. Por ejemplo, a 1 Tesla los protones resuenan a

42,5 Mhz mientras aue a 2 Tesla resuenan a 85 Mhz (Weiner

1986a). En esta var-acién de frecuencias, dependiente de 1la

fuerza de campo =std4 basada la Imagen por Resonancia

Magnética (IRM). Variaciones controladas del campo magnético

en el espacio proporcionan, por ello, un medio para

determinar la pos-zi6n anatdémica de los nucleos
1986p) (Fig. 1.8).

(Weiner

2-CARACTERISTICAS FISICAS DEL NUCLEOQ BAJO ESTUDIO (Tabla

1.1).

Diferentes nucleos resuenan a diferentes frecuencias,
en un proceso deperdiente de las particulas subatémicas y de
la masa nuclear. Pcr ejemplo, en un campo magnético de 2,4
Tesla el 'H resuerz a 100 Mhz y el *P a 40,5 MHz (Weiner
1986a). En general, el hidrégeno tiene la mayor frecuencia de
resorancia, 1o que .nido a su mayor abundancia determina una
sefial mads intensa e RMN y proporciona una mayor sensibilidad
a las mediciones (Levine 1983).

CAMPO_UNIFORME FRECUENCIAS |

A

© @ 8 |

suma de las

sefiales protonicas
: frecuencias
GRADIENTE DE CAMPQ separadas

-

i3 g ] ico
i : i t s & un campo mag

/ 1’9 1 a A Los p‘ Otaﬂl’ SODAr ados OIPIC ialmer "9 gi son SOne ido néti

) ay la sena 1 wt.“id‘ o8 Ta suma de las send les

homogéneo resuenan & 1a misSBa frecuenci
experimentan distinta

individuales. : aAmpo
:dos a un gradiente de ¢
somet ido 4ales separadas que son

8) Los mismos protones : ; _—
fuerza magnética resonando & desigual frecuencia, obteniéndo

utilizadas para su localizacion espacial.
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TABLA I.

1- FR
ECUENCIA DE RESONANCIA (MHZz) DE LOS PRINCIPALES NUCLEOS UTILIZADOS
EN ESPECTROSCOPIA CON SUS ACTUALES CAMPOS DE APLICACION

IMAN CAMPO(TESLA) 1
IRM 1
ERM
ERM

130 Ap
4,25 1,72
63,83 25,83
85,10 34,45
L BN S 127,65 51,68
INVEST. 170,20 68,90
INVEST. : 212.7% 86,12
INVEST. 255,30 103,35
INVEST. s 297,85 120,87

3-EFECTOS DEL ENTORNO ELECTRONICO.

E1 entornc electrénico nhuclear induce un campo
magnético, en el que estdan inmersos los nucleos atémicos, que
ejerce cierta influencia sobre el campo magnético externo (Le
Bihan 1985) y afecta a 1a frecuencia de resonancia de los
nicleos en cuestién. Este fenomeno 1lamado “Chemical Shift”
o desplazamiento quimico proporciona la base para el uso de
la Espectroscopia por Resonancia Magnética (ERM) en la
determinacién de la estructura quimica de una determinada
sustancia (Weiner 1986p) (Fig. I.9). La influencia del
entorno electrénico explica que no todos los protones tengan

la misma frecuencia de resonancia (Frecuencia de Larmor o de

precesioén) cuando se les somete a un campo magnético externo.

los nucleos de hidrégeno de un hidrocarburo
de hidrdbgeno del agua se
difiere de la

Por ejemplo,
resuenan a 40 Mhz, pero los nucleos

caracterizan por una frecuancia de Larmor que

anterior en aproximadamente 10 Hertz (Muller Yy cols 1985b).




Fig. I.9- Espectro
e#squemdtico de! dcido acético
(CH3-COOH). La presencia de
oxfgeno confiere un entorno
electrdnico diferente al protdn
de! grupo carboxile (COOH) con
respecto al grupo metilo (CHa) y
por tanto presentan distinta
frecuencia de resonancia. La seral
del! grupo metilo serd tres veces
mayor que a del grupo carboxilo
ya que la relacidn de protones es
de 3:1.

FRECUENCIAS

3-INSTRUMENTACION EN ESPECTROSCOPIA POR_RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR.

La instrumentaci1én bdsica de un espectrémetro de RMN
consta de los siguientes elementos (F1ig. I1.10):

3.1-E1 iman.

Destinado a crear el campo magnético estéatico Bo.
Cualguier experimento por RMN exige la presencia de un campo
magnético estable durante el tiempo de registro y homogéneo
en toda 'a extension de la muestra (Petersen y cols 1985¢).

Este campo pueue generarse por distintos procedimientos:

a)Electroimanes © sistemas resistivos.

consisten basicamente en unas bobinas a través de las
corriente generando una fuerza de campo Cuyo
st4 en 0,7 Tesla (Petersen ¥y cols 1985¢).
mo elevado de energia que aumenta con el

(Kaufman Yy Crooks 1981).

cuales pasa la
1imite maximo e
Tienen un consu
cuadrado del campo




b)Imanes superconductores.

Se utilizan como tales aleaciones de Niobio-Titanio
embebidas en una matriz de cobre, que proporciona suficiente

ductilidad mecdnica al sistema y protege a las bobinas del

superconductor gce modificaciones térmicas excesivas que

podrian originar la pérdida de la superconductividad (Ross y
cols 1983). Requieren un sistema de enfriamiento doble a base
de nitrégeno ligquido y helio contenido en dispositivos tipo
Dewar. Cuando estan cargados de corriente 1los 1manes,
practicamente, n2 utilizan fluido eléctrico, pero tienen un
consumo importarte de liquidos criogénicos (0,5 1/hora de
helio). Las limitaciones de la fuerza de campo para los
imanes supercorductores aun no han sido establecidas
(Petersen y cols 1985¢).

COMFPUTADOR

ra en un
para RMN. Habituaimente s® coloca la muest

p.au. L4 tubo de Vv darioc &0 [ C.”t.‘ o del caspo Jllg”‘t"CO: donde la “a,og. 19 10ad o8 mas .]t.'

. .
] la .{‘stf‘- Los ”UCI.O' 28 Cx(.'ltlll
Se d!‘poﬂ‘ unda b‘m“‘ tf‘””l’of. a?f.d.do' de : : (
' U]'O’ de RF d.‘d. Ta boof”‘ tll““iscll {lt‘ ‘”‘J',’o‘ ‘) E )J‘C.;.tc J
7 T p‘“ ‘r conver tldof ‘Mlégico d”g,t‘ (c#lﬂ . F1i 2 1me 1te
a cud

Fig. I.10- Instrumentacion

transmitiendo un p
amplifica luego la seral,

r.
1a seral o8 procesada por el ordenado.




c)Imanes permanentes.

- .
Algunas aleaciones actualmente conocidas muestran

propiedades ferromagnéticas. Un iman de estas caracteristicas

tiene un bajo costo de mantenimiento ya que no requiere

liquidos criogénicos ni electricidad para mantener el campo.
Las

desventajas son su peso excesivo (los primeros imanes
comerciales pesaban 100 to' eladas para un campo magnético de
0,28 Tesla) y la ausencia de estabilidad térmica. La fuerza
de campo conseguida no supera los 0,3 Tesla. Aparte de ello,
s1 algun objeto metidlico entra inadvertidamente en contacto
con el 1iman, éste no puede desconectarse para retirario
(Bradley y cols 1983). Tienen el inconveniente ademas, como
los imanes resistivos y superconduccivos, de crear un campo
magnéticce exterior al 1man que obliga a tomar ciertas
precauciones en su instalacién (Peters y Prosens 1984).
Algunos autores han preconizado, para IRM, el uso de imanes
permanentes construidos a partir de aleaciones
ferromagnéticas, Qque permiten reducir el peso en un factor

de 10 (Bernard y cols 1988).

Como para la espectroscopia de resonancia magnética se
requiere un campo magnético elevado (superior a 1,5 Tesla)
capaz de producir una dispersién lateral lo suficientgmente
importante como para separar l1as diferentes frecuencias de
resonancia y obtener una relacion sefal-ruido adecuada en un

i n
momento dado (Vinocur 1984), en la actualidad, €

111 ini nes
espectroscopia por ®MN se utilizan unicamente 1ma

En cambio, en estudios de imagen los tres

superconductores. . |
s con anterioridad pueden ser

tipos de 1manes menc ionado
utilizados (sherzinger Yy Hendee 1985).




3.2-La sonda.

E1l disefio de la sonda es de gran importancia en el

estudio de los sistemas vivos (Gadian 1982), puesto que la
facilidad de manejo de

las soluciones liquidas no resulta
posible cuando se estudian érganos, animales o seres humanos.

E1 principal elemento de la sonda es el COIL o bobina de

radiofrecuencia que rodea la muestra u 6érganc objeto de

estudio y transmite dentro de ella el campo magnético
alternativo de radiofrecuencia B, que i1nduce la excitacién
de los nucleos sometidos al campo magnético estdtico Bo
(Moore 1982; Jones y cols 1985). E1 coil también detecta la
sefal asocjada a la absorcién-emisidén de energia de los
nucleos contenidos dentro de la muestra.

Para las aplicaciones in vivo se han creado los coil de
superficie (Ackerman y cols 1980), que se situan préximos al
4rgano a explorar y que producen espectros e imagenes de alta
resolucién de estructuras superficiales como musculo, mama,
cuello y érbita entre otras (Fitzsimmons y cols 1984). Se han
obtenido muy buenas 1imagenes mediante coil separados Y

colocados ortogonalmente entre si {Sauk y cols 1984).

3.3-E1 emisor-receptor de radiofrecuencia.

E1 emisor consta de un generador de pulsos de radio, un

programador de secuencias de pulsos y un amplificador de

radiofrecuencia (Petersen Yy cols 1985¢c).

ificar la senal proveniente

ceptor se ocupa de ampl '
oy ya que la magnitud

de la sonda entre 500 Y 1000 veces,

1985).




3.4-Adquisicién de datos Y andl .sis de los mismos

Después de recogida por e) receptor. la sefia)

. pasa a un
convertidor analégico digital y

] <N un computador
(Petersen y cols 1385¢).

LOs ordenadores de los espo @tros de RMN suelen

Fourier, que emplea el
algoritmo disefadc por Cooley y Tukey (1965) conocido como

"Fast Fourier Transform”, basado en el

poseer un programa de Transformada .

enfoque matematico
desarrollado por J. Fourier (1768-1830), para el andlisis de

fendémenos de naturaleza sinusoidal.

La sefal obtenida en un experimento de RMN es, en
efecto, una sinusoide amortiguada exponencialmente ("Free
Induction Decay"” o "FID"). Esta sedal, cuya amplitud varia
con el tiempo, se resume en una funcién de distribucidn de
frecuencias cuyo andlisis permite obtener una envolvente de
area proporcional al valor inicial de la FID (Hendee y Morgan
1884 ) ¥, Bor 1o tanto, proporcional también a la
concentracién en e’ medio analizado de la sustancia origen de
la respuesta (Muller y cols 19850) (Fig. I.11).

Una vez transformada, la sefial puede registrarse sobre

papel.

pulso RF

respuesta

e
tiempo

AR messa | weipaeen

L

Fourier, las serales
e de RMN por Transforsada de
Fig. I.11- En @1 andlisis 08 un espectro espectro representativo de 108

se reprssentan en funcién del tiempo y 8@ convierten en un

componentes 0e frecuencia de 18 seral temporal.
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3.5-Localizacién espacial en RMN .

El’.'\ I-RM @s imprescindible la disponibi)idad de un sistema
de codificacién espacial que permita atribuir a cada sefal su

lugar en un plano o volumen para, de esta manera, poder
construir las imagenes anatomicas (Bernard y cols 1988). Esto
se cc.msigue habitualmente con las bobinas de gradiente, que
consisten en electroimanes que modifican de una forma lineal

el campo Bo en las tres dimensiones del espacio (Bradley y
cols 1983),

En ERM la localizacidn espacial de los espectros se hizo
inicialmente de dos maneras. La primera consistié en perfilar
el campo Bo para limitar la zona de la muestra que, sometida
a un campo magnético homogéneo, responde a la excitacion del
campo B,, en valores de frecuencia apropiados. Esta técnica,
desarrollada por Damadian para IRM en 1972 bajo el nombre de
FONAR, fue retomada posteriormente para ERM ccn el nombre de
TOPICAL MAGNETIC RESONANCE (Gordon y Hanley 1980).

La segunda tuvo como fundamento el uso de un coil de
superficie (Ackerman y cols 1980) que, colocado sobre la zona
a estudiar, muestrea un area cuya profundidad depende del
radio de la bobina (r), del tiempo de repeticion de la
secuencia de pulsos (TR) Yy de la duracién del pulso (Tp).
Derivado de ella es el método DRESS (Depth-Resolved Surface
Coil Spectra) que une al uso de los coils de superficie un

gradiente en el Bo para seleccionar el plano de excitacion

(Bottomley y cols 1984a).

Los métodos descritos presentan algunas desventajas, que

abarcan desde una pobre definicion de volumen hasta un largo
La técnica actualmente

in vivo Spectroscopy)
en la cual el volumen

tiempo de adquisicién en los datos.

propuesta es la ISIS (Image-Se]ected

(Jue y cols 1988: Ordidge Y cols 1986),

111 ' jente
seleccionado se localiza utilizando la frecuencia y gradie




determi '
1nados por 1la imagen Y puede moverse a voluntad en

cualquier dimensién.

4-EFECTOS BIOLOGICOS.

LOos riesgos potenciales de la RMN se dividen en tres
categorias: 1os causados por el campo magnético estatico de

fuerza moderada, los producidos por campos magnéticos

pequefios rapidamente cambiantes (cambios de gradiente) y los

derivados del campo magnético de radiofrecuencia (Budinger
1979).

4.1- Campo magnético estéatico (Bo).

Presenta riesgos agudos y otros subagudos. Entre 1los
primeros hay que resefiar los provenientes ae materiales
ferromagnéticos, tales como escalpelos, tijeras y otros
objetos, que pueden ser atraidos por el iman y convertirse en
auténticos proyectiles volantes. Para evitar tales efectos,
se ha recomendado la instalacién de un detector de metales en
la entrada de la habitacion donde se encuentre instalado el
(Petersen Y cols 1985a). Los implantes
pueden desplazarse de Su
por otro lado,

sistema RMN
quirurgicos de pequefios metales
posicion con riesgo de hemorragia y pueden,
ser causa de artefactos eéen la 1imagen (Existen, en este

sentido, estudios sobre las propiedades magnéticas de los

distintos clips quirurgicos (New y cols 1983; Persson Y

Sstahlberg 1986)).




En animales de experimentacion se ha comprobado 1a

aparicién de potenciales de flujo, en grandes vasos

proporcionales a la velocidad de la sangre. Este fendmeno se

- . ;
efleja, por ejemplo, en el electrocardiograma mediante un

aumento de la amplitud de

la onda T, Qque comienza a
detectarse a 0,3 Tesla. EI

citado efecto, instanténeo,

resulta i1nmediatamente reversible tras la desconexién del

1iman, no deja anormalidad residual en el E.C.G.

(Gaffey y
Tenforde 1981), no se ha visto asociado a otras alteraciones

fisiolégicas (frecuencia cardiaca, arritmias) y no se ha
descrito en el hombre con la aplicacién clinica de la IRM
(Mansfield y Morris 1982). No obstante, no existen informes
en humanos para campos magnéticos elevados. En el mono titi,
sometido a fuerzas de campo de 7 y 10 T, no ha podido
comprobarse la produccién de arritmias (Battocletti y cols
1981).

En cuanto a los riesgos subagudos, se han publicado
informes sobre las acciones qQue los campos magnéticos
standard pueden producir en términos de mutacion genética,
cambios en la velocidad de crecimiento y otros ( Barnothy
1969). No obstante, los citados efectos no se ha comprobado,
de forma fidedigna, que sSe produzcan en mamiferos (Gili
1988p). Asi, un estudio estadistico realizado en 792
trabajadores expuestos a campos magnéticos estaticos
comprendidos ent-e 0,5 y 2T, no mostré mayor incidencia en

19 tipos de enfermedades (Budinger Yy cols 1984b).

Los trabajos acerca de una posible influencia de 10s

campos magnéticos estaticos sobre el Sistema Nervioso han

sido negativos (DArsonval 1983). Se puede estimar en 24 T el

' ' i ' su
campo necesario para disminuir aprox1madamente al 90% de

1a velocidad de transmision nerviosa, 10 cual

r normal
valo la RNM (Bernard Y

un importante margen de seguridad a

deja .
' i ' mos
cols 1988). Las recomendaciones de los distintos organis

imi ' clinica
internacionales para la limitacién de campo en la




humana vienen recogidas en la tabla I.2

T %
I~rER~‘cA::4 I.2- RECOMENDACIONES PARA LA LIMITACION DE CAMPO DE DIFEREMTES ORGANISNOS
Basess I ALES: 1- Reino Unido (National Radiological Protection Board 1981) 2- Bureau of
10logical Health de Estados Unidos (Food and drug Adwinistration 1982) 3- Al i

(Bundesgesundheitsamt 1984). La base sobre la que se fundamentan estas recomendaciones ha

sido publicada (Saunders y Smith 1984). (%) SAR: Specific absortion rate: cantidad de

energia por unidad de tiempo (o poder) depositada por unidad de peso.

CAMPO REINO UNIDO(nrP8 1981) USA(Foa 1982) ALEMANIA OC. (8GA 1984)
ESTATICO 2:5 1 2T 2T

VARIABLE g0 Ifa 3 T/s 3microm/ca®
RADIOFREC. ™mento de la td corporal SAR(%) = 0,4 W/Kgr SAR($) = 1 W/Kgr

sedia no superior a 12 C. (Cuerpo total) (Cuerpo total)

4.2-Campo magnético variable (de gradiente).

Algunos efectos producidos por campos magnéticos
variables son conocidos como fosfenos magnéticos (Budinger
1981). Se trata de impresiones visuales atribuidas a un
movimiento de torsidn que altera la forma de los bastones de
1a retina (Budinger y cols 1984a). No hay evidencia de que
estos efectos sean irreversibles, a pesar de lo cual se

considera conveniente 1a utilizacién de dosimetros por parte

del personal que trabaje en las cercanias de un iman para la

realizacién, al menos, de estudios prospectivos de riesgo

(Petersen y cols 1985a).

Las limitaciones geneiales de los campos magnéticos

variables se recogen en la tabla I.2.




4.3-Campo de radiofrecuencia.

Los campos de radiofrecuencia pueden interactuar tanto

con los tejidos como con cuerpos extrafios, situados en ellos

(implantes metdlicos en los pacientes). El1 principal

resultado de este tipo de interaccién es la aparicién de
calor (Davis y cols 1981), en cuantia proporcional a la

frecuencia de la energia de rad‘ofrecuencia y al grado de
ionizacién del entorno bioquimico (Led y Petersen 1978). E)
calor originado se produce como consecuencia de corrientes

eléctricas inducidas por el campo magnético variable o por el
campo de RF,

En diversas situaciones <clinicas, incluida 1la
utilizacién de campos magnéticos elevados, la produccidn de
calor no se ha visto asociada con incrementos de temperatura
superiores a 1°C (Bottomley y Edelstein 1981). Solo se ha
descrito un caso de calentamiento entre dos préotesis de
cadera estudiadas in vitro en una solucioén salina conductora
(Davis y cols 1981). En general, los pacientes con implantes
metdlicos pueden explorarse sin riesgos de consideracion
(Medulin y cols 1984). De hecho, los campos magnéticos se
utilizan cada vez con mayores frecuencias sin que se hayan

dado a conocer efectos perjudiciales, hasta ahora.

Un apartado especial merecen los pacientes portadores
En el primer caso, tanto
los campos magnéticos de RF como los variables peeden
provocar el desplazamiento del hilo conductor induciendo
asincronias de funcionamiento (Paulicek Y cols 1983). EI
1imite que no deben sobrepasar estos enfermos esté en é gaus?
y debe marcarse con una linea fuera de la habitacién de

' sperar
En cuanto a las embarazadas, Se recomienda €sp
a menos que seé plantee un problema

de marcapasos y las embarazadas.

iman.
hasta después del parto,
urgente entre TAC y RMN.




Las lTimitaciones
generales del cam - :
Sé recogen en la tabla I.2, Po de radiofrecuencia

4.4-Contrastes paramagnéticos.

Las sustancias paramagnéticas, utilizadas en IRM como
contraste por su capacidad de modificar el entorno magnético
local, deben considerarse como medicamentos exégenos con
posibles efectos secundarios (Bernard y cols 1988).

E1l unico que actualmente estd siendo ensayado en la
clinica es el Gadolinium-DTPA. Especialmente util en rifién,se
distribuye y elimina de un modo similar al Tc99-DTPA (Iaina
y cols 1988). Ha mostrado su valor en modelos experimentales
para medicién de flujo (Strich y cols 1985) y funcién renal
(London y cols 1983). La aparente tolerancia del citado
contraste en el hombre se encuentra pendiente, no obstante,

de confirmacioén.

5-CONTRIBUCION DE LOS METODOS DIAGNOSTICOS ACTUALES A LA
XPLORACION FUNCIONAL Y AL CONOCIMIENTO DE LA FISIOPATOLOGIA

ENAL .

La exploracion funcional del rifAon tiene por objeto
ad de trabajo y en qué modo Yy cuantia éste
de enfermedad.

conocer Ssu capacid
se aparta de la normalidad en situaciones

Los métodos cldsicos de exploracion funcional se han

basado, muchas veces, @en hechos clinicos empir1camente

pretados, olvidando O desconociendo l1a multiplicidad de

inter
La insuficiencia renal (IR)

funciones que ejerce el rifén.
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puede afectar globalmente

. a todas estas funciones o
parcialmente, ’

s6lo a algunas de elias.

. | En grados avanzados
e IR la afectacién funcional suele ser global, pero en el

comienzo de las diferentes enfermedades renales la IR que les
acompana tiene cardacter particular, existiendo una verdadera
Jerarquia en la conservacion o afectacién de las mismas, lo

que permite establecer un perfil propio en diversas entidades

nosoldgicas (Del Rio Pérez 1980). Del amplio conjunto de

pruebas de funci1én renal existente destacamos a continuacién
algunas de ellas.

5.1-Técnicas de laboratorio (Caralps Riera 1990).

a)Exploracién de la Funcidén Glomerular.

Para el estudio de la funcién glomerular se han
utilizado, cldsicamente, el aclaramiento de inulina o el de
creatinina. La primera es una sustancia exbgena Qque se
elimina por el glomérulo sin ser reabsorbida ni excretada por
los tubulos. Su excrecidén en orina es indicativa de la tasa
de filtrado glomerular. En Ja actiL.lidad s. J4sO se limita a
estudios experimentales.El mismo significado tiene el
aclaramiento de creatinina, una sustancia endégena que, por
tanto, no necesita ser administrada para llevar a cabo su

estudio. Es la de uso preferente en la clinica.

b)Determina ) _gg__F1ujo_Sanguineo Renal.

Se utiliza fundamentalmente para ello el
Acido para-amino—hiparico que, a
es eliminado totalmente a

"aclaramiento” del
concentraciones plasmaticas bajas,
la orina en un solo paso por el rifAén.




C)Exploracién de la Funcién Tubular.

Gi= .
1"Pruebas de concentracién y dilucién, de las cuales

interesan mas las de

ey ncentracioén, por su mayor
nsibi ' '

idad. Consisten en ia pPrivacién de agua y el control
posterior del peso especifico de orina.

C,-Prueba de eliminacién de 1la sulfofenolptaleina
colorante gque se elimina a nivel tubular, y que se utiliza
]

por ello, para el andlisis cuantitativo de la funcién
tubular. Su empleo actual se ha reducido considerablemente.

C,-Estudio de la capacidad de acidificacién de 1la
orina, Qque estudia los efectos sobre la orina de infusiones

intravenosas de cloruro aménico.

d)Otras investigaciones:

Determinaciones de albumina, andlisis del sedimento
(hematies, leucocitos, cilindros), estudios de pH,
electrolitos, urea y analisis bacteriolégicos diversos.

5.2-Técnicas Isotépicas de Scannig (TIS) (Fraile Yy
Setoain 1988).

La medicina nuclear proporciona informacién anatémica,
asi como datecs que reflejan el flujo sanguineo, 1la

funcionalidad de las nefronas y el drenaje urinario. Entre
las técnicas nucleares hay que

nimo riesgo de radiacion

las ventajas que aportan
sefialar la rapidez, seguridad y mi

que comportan.

imagen estatica del rifAén
informa sobre alteraciones
valora la masa

La gammagrafia renal O

obtenida Dpor radiofarmacos

renales, Dero, sobre todo,

morfolégicas . :
ficacion de la fraccion de la dosis

funcional mediante cuanti




qQue capta ¢ 1 A
ada rifAén y su confrontacién con un
de referencia {Fig 1.12)}). e

Fiq. I.12- Gammagrafia
renal: Se aprecia la morfologfa
y la captacidén isotdpica renal.

E1 renograma isotépico (Fig. I.13) es un estudio

bastante preciso de la funcién renal global y por separado de

cada rifén, que informa también de las posibles alteraciones

de la perfusiodn renal o de problemas obstructivos en la via
1a primera de 1legada répida
incorporacién Yy

excretora. Consta de tres fases:
del radiotrazador al rifpén, la segunda de

transito intrarrenal del trazador y la tercera de excrecitn

y eliminacion.




\ == —=rifon derecho
; | Fig.I.13- Renograma “——”ﬁdn izquierdo
isotopico normal (Radicactividad
renal en cuentas por minuto). La 1@
fase s de ascenso rdpido (1legada al
rinon), la 24 de ascenso mds lento
(concentracion) con un pico de maxima
activicad, y la 34 es de descenso
(eliminacion).

CUENTAS

10
TIEMPO -MIN

5.3-Radiologia convencional, angiografia, US y TAC.

Estudios recientes han demostrado que la valoracién del
patrén nefrografico en la UIV fracasa en el intento de
identificar las causas individuales de fallo renal (Keeton y

Pillay 1986).

La angiografia puede ser un método valorable para

eliminar las causas renal o venosa como etiologias del fallo

renal (Fig 1.14).

imagen, Se€ considera que la
para estudiar

Entre 1lo0s métodos de

ecografia debe ser prioritariamente utilizada

jonantes O pobremente funcionantes. El

los rifAones nNO func .
quedan muy bien definidos

tamafo Y configuracion renal

ecograficamente (Fig. I. 15).




Fig. I.14-
renal oce rindh 12Quierdo humano
tumoral. Se

Arteriocrafia

aprecia un polo
superi10or sano, mientras Qque 10s
tercios medic e 1nferior estan
sustitui1dos peor una ma sa
hipocaptante con vasos andrguicos
oformados.

@8 ~ooo 3e

Fig. I.15- Ecografia renal en
un adulto norsal. corts longitudinal.
se aprecia @] parénquina rena’

mo dor ada sen te ecogdnico bien
delimitado del seno renal, sucho BésS

ecogénico (brillante).




E1l TAC puede usarse cuando 'as limitaciones técnicas,

Como 3as en el intestino o la interposicién 6sea, impiden una

exploracién ecografica adecuada. En el curso del examen por

TAC, la administracién de contraste permite una aproximacién
al conocimiento de la funcionalidad renal, Ademds, 1la
visualizacion simultdnea de ambos ridones facilita su
comparacion (Putman y Ravin 1988) (Fig. I.16).

FRONT

aduinistracion de contraste. Se

- abdomen tras la -
Fig. 1.16- TAC. Corte axial de] do exists una sasa hipocaptante.

: on @) izquier
ia un ripén derecho norsal, mientras que
aprecia un rinén




5.4~ IRM y ERM.

La =5 ] A
si1tuacidén de los rifones en una zona poco

infd i m
uenciable por los movimientos respiratorios y Jla
resen
p cla de grasa peri1 y pararrenal que los delimita
s r '
permiten a la IRM una perfecta visualizaciédn de su anatomia

s1n necesidad de contraste (Gémez Gonzdlez y cols 1990).

Asi como en TAC, o en radiologia convencional, el unico
parametro a valorar es el coeficiente de atenuacion de los
rayos X (Hendee 1983), y en ecografia la absorcion vy
reflex16n tisular de las ondas sénicas (wWells 1982), en IRM
tenemos tres pardmetros bAasicos: Densidad de Protones (D),
Tiempo de Relajacion Longitudinal (T,) y tiempo de Relajacion

Transversal (T,).

La técnica mas usada en la clinica es la de spin-eco
(Crooks y cols 1983) que permite obtener imagenes potenciadas
en T, 0o enT, (Orthendahl y cols 1984). Como los tiempos de

relajaciéon son proporc1onales al contenido acuoso tisular
intensidad de la sefal depende,

(Cameron Yy cols 1984) y la
aparte de la densidad de

relajaci6n, ésta serda mas intensa

(Directamente proporciona1)
(Kjos ¥ cols 1985). Por

protones, de los tiempos de
(color blanco) cuanto mas

largo sea el T, o mas corto sea
el T, (Inversamente proporcional)

esta razon, el rinén, con mayor contenido acuoso a nivel

medular, se comporta, éen IRM, del siguiente modo (Terrier Yy

cols 1987):




-Imagenes potenciadas en Ty AFP18 217 )

< : :
Medular hipointensa (T, largo)

*Cortex intenso (T, mas corto)

Corte axial. L& mecular o8

conejo potenciada en T,.
ensicad intermedia.

Fig. I.17- Imagen de rindén de
La médula externa tiene una int

hipointensa con respecto al cortex.




-Imagenes poten
ciadas en T, (Fig. 1.18):

x
Medular muy intensa (7, largo)

xCortex hipointenso (T2 mas corto)

de rindn de conejo. Corte axial. La médula o8

Fig. I.18- Imagen potenciada en Tz
tiene intersidad intermedia.

hiperintensa con respecto al cértex. La médula externa

son las que

115 imdgenes potenciadas en T,

proporcionan mayor contrast En el hombre, en
las 1imagenes potenciadas en T, las que
o a que las diferencias

(Capdevila Y sanz

En el animal,
e corticomedular.

cambio, son
yor informacion, debid

proporcionan ma
y medular son mengores

en el T, cortical
Marin 1988).




Por 1o que a la ERM se refiere el desarrollo de imanes

superconductores de sonda ancha ha permitido la obtencién de

espectros de *'P in vivo y la deteccién de niveles de

metabolitos fosforados que pueden monitorizarse durante

estudios fisicpatolégicos (Gadian 1982). E)

2Na es nuy
sensible a la

resonancia magnética y como se encuentra

abundantemente distribuido en la economia se ha utilizado,

con profusidén, en estucdios ERM. Su uso en espectroscopia
seria, sin embargo, 1neficaz sin la posibilidad de alterar
on  agentes exdgenos su ‘chemical shift" del pool
extracelular, mientras se mantiene 1nvariable el pool

intracelular (Wolf y Balaban 1990).

E1 'H es aun mas sensible y abundante. Su uticuidad y la
complejidad de los espectros que genera han conferido al 'H
el mayor potencial, aun por explotar, en las posibles
aplicaciones clinicas de 1la espectroscopia de resonancia

magnética (Bottomley 1989).

E1 3] se ha utilizado a nivel experimental para

estudios de cuantificacién del espacio extracelular (Gupta

y cols 1989).

' indi ' luorado
E1 '"F, en combinacion con el indicador célcico fluo

intracelular 5 FBAPTA, se ha utilizado para medir el calcio
J isquémico

11bre intracelular en el riAédn norméxico €

(Metcalfe y cols 1985).

r un buen indicador del contenido
utiliza con este propésito a
39« RMN (Endre y cols

£1 ®'Rb ha demostrado se

neto de K' intracelular y Se

causa de la baja sensibilidad de la

1989a).




13 : .
E1l '°C ha tenido pocas aplicaciones en el rifén., Estudia

un amplio rango de desplazamientos quimicos (sobre 300

e Ofrece la
posibilidad de monitorizar sustratos exogenos enriquecidos
con '*C (Gadian 1982).

p.p.m.) Y Pproporciona sefiales estrechas.

6-FENOMENOS ISQUEMICOS EN LA FISIOPATO

OGIA RENAL.

6.1-Importancia de la isquemia en la fisiopatologia
renal.

E] fendmeno 1squémico Jjuega un papel importante en 1la

fisiopatologia de maltiples afecciones renales, a saber:

1-En el fallo renal agudo, junto a la obstruccién y
rotura tubular, suele producirse una vasoconstriccién de las
arteriolas aferentes glomerulares, lo que conlleva a una
disminucién del flujo renal del orden del 25-50% (Myers Y

Moran 1986). En el fallo renal crénico el déficit

circulatorio, mas O menos acusado, suele ser sostenido

(Moran y Myers 1985).

1
2-En la h1pertensién de causa vascu1orrena1, e

f ! jén de
mecanismo patofis1o1égico comun es la caida de la prjélt s
o
perfusion renal vy, POr tanto, de la cuantia del T1

9).
glomerular (Novick Y cols 1987; webb y Talner 1979)




‘ 3-En el trasplante renal, uno de los factores
Timitan la viabilidad de] érgano es e] -

‘ 1nevitable periodo de
1squemia existente entre la muerte del

‘ donante y el momento
del implante (Sumpio y cols 1984).

4-5Se¢ han descrito, por uUltimo, en 1la patologia renal

al ] 1
teraciones 1squémicas localizadas (la necrosis cortical

aguda, la necrosis papilar y el infarto lobar, entre otras)
1

todas ellas debidas a alteraciones 1squémicas

en
localizaciones intrarrenales concretas (Goergen y cols 1881;

Hare y Poynter 1974; Poynter y Hare 1974),

6.2-Contribucién de los métodos diagndsticos actuales
al conocimiento y deteccion de los fenOmenos isquémicos
renales.

La determinacion del grado de isquemia renal en
situaciones concretas de enfermedad, por métodos noO
invasivos, constituye un procedimiento de gran utilidad
clinica (Rui1z Santiago Y cols 1989). Hasta ahora la
aproximacion sistematica al diagnéstico radiolégico de las
enfermedades del parénquima renal se ha basado en la
observacién del impacto que 4éstas producen sobre el tamafo Yy
contorno renal, la uni o bilateralidad del proceso y eéen
elementos urorradiolégicos secundarios tales como morfologia
papilar Yy calicilar, espesor parenquimatoso, nefrograma,
calcificacioén, valores de atenuacion en TAC, ecogenicidad en
ultrasonidos (US) ¥ otros (Davidson 1985; Chapman Yy Nakielmy

Ja mayor parte de esta informacion se

1984). Por otro lado, :
contraste

la administracion de medios de
(ulv,TAC contrastado, arteriografia,
o bien de

obtiene tras

radiolégicos
ia por sustraccion digital (ASD) ),

arteriograf
ez y Pedrosa 1986).

trazadores radiactivos (TIS) (Bertol

3t




¢Qué nos aportan, podemos

preguntarn
métodos os ahora, los

diagnésticos actuales en el conocimiento de la

fisiopatologia y funcionalidad renal?

1-E1 fallo renal agudo se clasifica segun su patogénesis
en tres categorias: prerrenal, intrarrenal
(Pimentel 1986).

y postrenal

a) E1 fallo prerrenal es el resultado de una perfusién
disminuida. El1 diragnéstico debe ser clinico, ya que si se
requilere una evaluacidn radioldégica la administracidén de
contraste puede ser nefrotéxica por su escasa eliminacién
(Davidson 1985).

b) E1 fallo postrenal resulta de la obstruccién al flujo
de orina, con aumento retrégrado de la presiéon intraluminal
y disminucién del flujo plasmatico glomerular. En esta
s1tuacién la sensibilidad diagnostica del US se aproxima al

100% salvo en tres situaciones (Talner y cols 1981):

b,) En la obstruccion precoz sin dilatacion de la via

excretora.

b,) Cuando existe un cdlculo que oscurece la

visualizacién del hilio renal.

by) En l1a obstruccién crénica asociada a fallo renal
ctasia a causa de la baja

agudo donde no existe pielocalie

produccion urinaria.

La IRM puede detectar 1la hidronefrosis, pero no estd

claro que ofrezca ventajas sobre los US (Mconk Y Hricak

1984). No obstante, la midronefrosis no obstructiva puede
. *os US, 1o que

ivos de obstruccibén con
e ha comunicado

producir falsos pcsit
d de éstos. Con IRM s

disminuye l1a especificida




que en ' ]
caso de hidronefrosis obstructiva existe 'na pérdida

de la diferenciacién corticomedular
ti1po no obstructivo.
que el

que no se prou ~e en e)
La [RM resulta, por ello,

mas & nsible
TAC en la deteccién de esta patologia (Hric k

y
i

‘1984,. Esto €s muy importante ya que es posib 2 la
reversibilidad del falle renal

Willians

agudo asociado a urop %“ia

obstructiva no dilatada mediante nefrostomia percuta: ea

aunque el TAC o los US no detecten anormalidad (Naidich y

cols 1986). El renograma isotépico con diuréticos también

puede ser util en el esclarecimiento del dilema

hidronefrosis cbstructiva/no obstructiva.

c) En el fallo parenquimatoso renal de tipo agudo
ex1ste generaimente una afectacidén bilateral con rifones
grandes y de contorno liso, al contrario que en el fallo

crénico que se asocia a rinones pequefios (Davidson 1985).

La iconografia actual (UIv, US, TAC, IRM) es poco
especifica en cuanto al diagnéstico etiolégico, requiriéndose
de la biopsia con aguj)a para un diagnéstico preciso,
especialmente en el falio agudo potencialmente reversible
(Pimentel 1986). Muchos autores piensan, hoy, que la RMN
puede jugar un importante papel en la enfermedad médica renal
(Hricak y cols 1983; Young Yy cols 1982). Estas posibilidades
residen en la medicion de los tiempos de relajacién y del
contraste corticomedular (Sanz Marin vy Gili Planas 1984).La
pérdida del contraste corticomedular es un elemento sensible,
pero no especifico, de enfermedad médica renal, siendo mas
fiable el cdlculo de 10s tiempos de relajacién. De hecho, la

presencia de un buen contraste corticomedular no excluye una

funcién renal deteriorada (Terrier y cols 1986 ).

En modelos animales de fallo renal agudo por 1igadura

enal de la rata se ha demostrado una

del pediculo vascular r . '
los tiempos de relajacion en

fase inicial de acortamiento de




el '
cortex renal debida a la ausencia de flujo sanguineo. Este

efecto, que podria ser diagnéstico,

es contrarrestado en
pocas horas por el desarrollo de edema isquémico, Concluyen

los autores que , actualmente, el diagnéstico exacto de la

1squemia renal requiere el uso de contrastes paramagnéticos
(Terrier y cols 1987).

2-En la hipertensién renovascular, el flujo sanguineo

renal, reducido, produce una disminucién de la masa renal

debido a atrofia tubular (Bookstein y cols 1972). Con el
desarrollo de técnicas qQquirurgic... rara la correccidén de las
causas renovasculares existe gran interés en su diagndstico.
La ASD debe usarse como procedimiento de eleccién para el
examen selectivo de pacientes seleccionados por hipertensién
renovascular (Smith 1982). En las estenosis susceptibles de
curacién quirurgica la determinacién selectiva de reninas en
la vena reral resulta predictiva en un 90% (Dsouza 1978). No
existe actualmente ninguna técnica que sustituya a estos

procedimientos 1nvasivos.

En modelos experimentales animales se ha investigado la
capacidad de la IRM para detectar alteraciones provocadas por
la isquemia renal inducidas mediante estenosis de la arteria
renal. Se ha comunicado una disminucién del T, medular y un
adelgazamiento de 1la banda medular externa (Mitchell y cols
1988), pero estos resultados son dificilmente extrapolables

al hombre, cuyo rifén es distinto al del animal en multiples

aspectos (McAffe vy subramanian 1983).

3-La 1squemia renal esta comunmente asociada a la
almacenamiento en frio del

nefrectomia en cadaveres y al .
Aunque la viabilidad

rifién para trasplante (Goldszer 1983).
cuantificar, Sse reconoce Qque es

renal es dificil de :
la intensidad del insulto

inversamente proporciona1 a

isquémico.




La estabilizad de la membrana Y matriz mitocondrial

medido por microscopia electrénica (Trump 1976)

ensayo de fosfatc de adenina intracelular (
1883). sge

metabdlicas

y asi como el
Humes y Weinberg
integridad de las vias
Y P.eden predecir la viabilidad renal (Feinberg
1982). Sin embarso, ambos procedimientos no resultan (tiles

correlacionan con 1la

en la prédctica clinica (Nunanlly 1983) y en la actualidad no

ex1ste metodo nc 1nvasive alguno para la valoracién de la

rindn a trasplantar (Jacobsen vy
Pegg 1981). Tamp:I:to existe un método preciso para el analisis

competencia metazdlica del

ge las complicaz ones postrasplante. La presencia de buen
contraste cortic:imedular en IRM no excluye, en efecto, el
deterioro de la “uncidn renal (Terrier y cols 1986).

varios autores coinciden en que el sistema US Doppler es
muy Util en la cateccidén del rechazo renal y constituye el
método de scree~-ng 1deal para los pacientes trasplantados
(Baumgartner y c2ls 1986). Desafortunadamente, la similitud
de imAgenes obt=nida en situaciones de rechazo, necrosis
tubular y otro tico de disfuncione: (Needleman y Kurtz 1987),
limitan su valor. Asi, un US-Doppler anormal constituye una

indicacién absol.ta para biopsia renal.

Por otra parte, en pacientes sometidos a traspiante
renal, ademds de la distincién entre las distintas causas de
disfuncién, seria muy importante un diagnésticc precoz de
rechazo, previo a la evidencia clinica, 1o que incrementaria
la eficacia teracéutica (Halasz 1986). Hoy no existe método

i la
valido para este diagnéstico precoz. La IRM no es

respuesta, pero ~uizds la ERM pueda proporcionar este tipo de

informacion.

la IRM reside en la distincién

b os retos de
4-uno de 1cs 1984).

las distintas masas renales (Moonk Yy Hr1c.
sugerir Qque los tiempos de

tumores malignos

er.cre
pamadian fue el primero éen

relajacion estan prolongados en los




(Damadian 1971). En gencral, aunque no siempre, esta
Estudios posteriores han reconocido
unos méritos similares al TAC y a la IRM en e] diagnéstico y

estadiaje de

afirmacién es correcta.

los tumores renales (Fein y cols 1987). No
obstante, en lesiones menores de 3 cms el TAC se ha mostrado

mAs sensible (Hricak y cols 1988), por lo que la IRM no se
recomienda como

la primera modalidad diagnéstica en la
busqueda de neoplasias renales. En la valoracién del quiste

renai complejo, hemorrdgico o infectado, la pisibilidad de
informar sobre la composicicn del fluido basada en la
intensidad de la seffial y los tiempos de relajacién

proporciona, en cambio, alguna ventaja a la IRM sobre el TAC
o los US (Moon v Hricak 1984).

6.3-Aportaciones de la ERM al conocimieni.o de 1los
fendmenos isquémicos renales.

Al igual que en otros o6rganos, el desarrollo de la
espectroscopia renal por RMN se ha producido utilizando como
elemento de estudio el sistema 3'P-RMN (Fig. I.19). E1 estudio
mediante 'H-RMN constituye un procedimiento aun sin explotar,
en el que la mayoria de los cambios patolégicos detectables

se encuentran pendientes de realizacién (Aisen y Chenevert

1989).

Fig. I.19- Representacidn esqueadt.ica de un
espectro de 31p.  r- Azucar II- Fosforo ‘::?:né;
(Pi) III-GHcorofosfarHcaHm (GPC) IV- A
B v- ATP a + ADP a VI- ATP B.




L 3
En el andlisis 3'P-RMN los cambios bioquimicos asociados

a la isquemia renal, en diferentes situaciones de fallo

renal, ajusta. con la siguiente descripcién:

a) En modelos experimentales de fallo

prerrenal,
provocados or deshidratacién en el

cone)o, el estudio con
a1
P-RMN demuestra que la concentracién de ATP no se altera

significativamente, pero Qque se produce un incremento
considerable de un pico que resuena en la regién fosfodiester
(Shapiro y cols 1983), probablemente debidoc al aumento de los
fosfr 1costeres renales relacionados con los cambios de
osmolaridad 1nducidos por esta perturbacion fisiolédgica
(.agnasco y Balaban 1986). La glicerofosforilcolina (GPC) es
el principal fosfoaiester renal (Wirthenson y cols 1987) y su
elevacién se ha demostrado en el te)ido renal extraido de
ratas sometidas a deshidratacién (Shimassek y cols 1959). La
GPC forma parte Jjunto a la betaina del grupo de las
trimecilaminas, y eéstas a su vez Junto a los polioles
(inositol y sorbitol ) y aminoacidos del grupo de sustancias
denominadas OSMOLITOS, téermino utilizado para describir
solwCOS Organicos activos osmoticamente, presentes en gran
concentracién en la médula renal interna (Bezk y cols 1984).
Los osmolitos contrarrestan los efectos de elevadas
concen._raciones de urea Yy sales i1norganicas que conducirian,
de otro mode, a la interrupcién de multiples procesos

enzimaticos (Yancey Y cols 1882).

"4_RMN ofrece 1la posibilidad de zstudiar de modo
Un trabajo recisnte en ratas
an durante

lLa
independiente estos oL wlitos.

imetilaminas y lo0s polioles aument

indica que las tr
1a comple)idad de las

la deshidratacion y como Quiera que
da es probable que intervengan en Su

' a
interacciones €s elev .
la simple osmolaridad

regulacion factores distintos a

(Gullans y cols 1988).




b) E1 diagnéstico de falio

postrenal no plantea
problemas a los US o

al renograma con diuréticos. No

obstante, en modelos animales de obstruccién ureteral

estudiados mediante *'P-RMN y gammagrafia con Tc-DMSA se ha

comprobado que no existe una estrecha relacién entre

viabilidad funcional y viabilidad celular, ya que una marcada
disminuciédn de Ta funcidn tubular renal,
gammagrafia,

medida por
Nno se correlaciona con un sustancial decremento
del ATP, medido por 3*'P-RMN (Vigneron y cols 1988).

La
ancmalia detectada en espectro de *'P es el crecimiento de un

pico en la regidén fosfodiester, que no se acompafia de un
1ncremento de estos compuestos en las mediciones hechas en
los extractos tisulares y si de una elevacién del résforo
Inorganico (Pi) (Shapiro y Chan 1987p:. La correlacion, pues,
entre el tamaino del p1 ¢/ la concentracién de Pi hace pensar
que éste Ultimo sea el responsable de los cambios
espectrales, atribuyéndose su posicién andémala en el espectro
al bajo pH de la orina (Shapiro ¥ cols 1989). No estd aun
claro s1 el incremento de Pi se debe a un exceso en su
produccién o al acumulo originado por el éstasis urinario
(Shulman y cols 13984). En cualquier caso, Su reversibilidad
tras la desaparicién de Jla causa etiopatogénica que 1o
modifica si parece ligada a la reabsorcién del mismo por el
seqmento distal de la nefrona (Mizgala y Qamme 1985).

La aparente ausencia de correlacién existerte entre
funcioén renal y viabilidad celular piantea un serio problema

' i ru ' la
a la hora de ~ronsiderar la correccién quirurgica de

3 te 5 n de la
uropatia obstructiva. Tedricamente, la demostracio

funcional de las células tubulares renales

integridad ‘ ‘
en condiciones de flujo sanguineo

' : 975)
Guillenwater y cols 197 - .
e r asociada con ciertos cambl10s

renal disminuido debe ecta pueden

detectados por espectroscopia RMN,

liros Que, : aral C
metano 1a correccién guirurgica, de L

ser decisivos para sugerir

obstruccion.




C) En el fallo parenquimatoso de tipo isquémico 1a ¥'p-

RMN evidencia una disminucién del ATP Y un incremento del Pi
(Stubbs y cols 1984),

mientras que en e]

nefrotéxica no se producen alteraciones esZz2ctrales, lo que

un conjunto de cambios no
asoclados a i1a deplecidn del ATP (Chan y cols 1982p).

falio de causa

ndica, en este Ultimo caso,

Estudios del comportamiento iénico en la isquemia renal
mediante espectroscopia de **Na, *'Rb y '®F han demostrado un

incremento del Ca' y del Na* intracelular, asi como un

decremento del K' (!Rb) provocados por &l insulto isquémico
(Allis y cols 1988; Gupta y cols 1989). En cambio, la
posibilidad de medir lactato y amincdcidos en la isquemia

renal, objetivo fundamental de esta Tesis, se encuentra aun
por realizar.

d) No hemos encontrado estudios sobre espectroscopia

en la hipertensidn rencovascular.

e) En el trasplante renal ias alteraciones isquémicas
estudiadas por espectroscopia son similares a las producidas

en el fallo renal parenquimatoso de origen isquémico.

f) La espectroscopila de RMN puede detectar la
existencia de diferentes estados metabélicos entre tejido
tumoral y tejido normal. Estudios preliminares en mode 10s
animales mediante 3'p-RMN han demostrado la aparicion de

i f 1 s la
espectros distintos, que se modifican en horas tra

, o o
radioterapia y/o Qquimioterapia (Evanochko Yy ccls 1984a

Ng y cols 1982). Se ha sugerido, de
caracterizar el estadc

Griffiths y cols 1981,

ibilidad de
te modo, la posibilida :
b por otra parte, la respuesta

] redecir,
metabélico tumoral y P A e

er
terapéutica. EN efectc, Ross ha comprobado, en

j ' ifica tras
humanos la aparicién de un pico de P1 que se modi

' i e hipoxia
el tratamiento (Ross Yy cols 1984) y en situaciones d p

n mejor el
ha comprobado también que los tumores conserva J
se




ATP qQue e tejido normal a causa de una mayor actividad

glucolitica, confirmandose asi

observaciones previas
(Arsenberg 1971),

Los estudios con 'H-RMN son menos abundantes. En

cultivos celulares tumorales se ha comunicado un aumento de

la glicerofosforilcolina (Agris y Campbell 1982) y de

glutamina (Navon y cols 1983) con la diferenciacién celular.
Se ha descrito también una nenor rigidez mural de las células
tumorales (Mountford y cols 1982), asi como un incremento de
la taurina en los extractos de tejidos neoplésicos. Pero,
qulza, de mayor 1mportancia es la observaciéon de lactato,
Cuyos niveles proporcionan un método no invasivo para medir
e)l estado glucolitico de estas células tanto 7n vivo como 1in
vitro (Evanochko y cols 1984b).

En términos generales, puede decirse en relacién con
todo ésto que las posibilidades diagnosticas de Jla
espectroscopia en las alteraciones isquémicas localizadas
dependen, en gran medida, del desarrollo de técnicas de

localizacién espacial.

6.4- Modelos animales de fallo renal isquémico por

oclusién arterial.

i 1
En humanos se han descrito tres patrones de fallo rena

agudo mediado hemodinamicamente:

e
1- El1 patron A © abreviado, que consta de una fase d

i i 1
funciones organicas tras el 1nsu Fo
sin fase intermedia

decremento de las

isquémico y de una recuperacion rapicu -
d mantenimiento (Myars Yy cols 1984). Generalmente O
e

o de aorta abdominal (Moran ¥ Myors 1985).




En ratas, este patrén se ha descrito tras 45’ (de

clampaje de la arteria renal de animales uninefrectomizados.

Aunque los hallazgos hemodinamicos estan bien descritos no

hemos encontrado referencias

sobre las alteraciones
bioquimicas subyacentes (vyagil y cols 1988).

&

-

El patrén B o evidente, que consiste en un abrupte
decremento de la filtracién glomerular seguido, previamente
a la recuperacion, por una fase de mantenimiento en que la
proporcion de fiitracién glomerular permanece profundamente
deprimida durante dias ©0 semanas (Myers y cols 1980).
Generaimente este patrén ocurre cuando el insulto isquémico
precipitante se complica con una insuficiencia circulatoria
proleongada.

En ratas, e! citado patrén se ha descrito tras 60’ de
clampaje de la arteria renal y de sus hallazgos biogquimicos
tampoco hemos hallado referencias (Finn 13980).

3-E1 patrén C o prolongado, Que consiste en un fallo
renal de mayor severidad, generalmente irreversible (Moran
y Myers 1985), que suele ocurrir cuando el insulto isquémico
se complica con episodios repetidos de hipotensién que

interfieren la recuperacion circulatoria.

En ratas, el tiempo de isquemia necesario para producir
un fallo renal irreversible es distinto para diversos
autores. Mientras unos 1o fijan en 60’ de clampaje, otros 10
hacen en 90’ (Sumpic Yy cols 1984). La determinacién‘de‘este
posible limite se encuentra fuera de nuestros objetivos,

investigaciones.




7-POSIBILIDADES DE
.. E_ LA 1H-RMN_EN
ISQUEMIA RENAL. vN_EN_EL DIAGNOSTICO DE 1A

7.1-Hallazgos bioquimicos en la isquemia r-nal

La 1squemia en A
produce una acusadaetj:;:f::c?;n]?:;]1::9 gn e Ferdos'
totaies de nucledtidos de adenina (TAN) yn;:j]iipt1SUIares
Krebs 1973). Ahora bien, la relacidn exi -
c istente entre la
c1tada disminucion , el mantenimiento de la funcién renal y
su recuperacién posterior tras el insulto isquémico no es
bien conocida. La capacidad del rifén para resintetizar ATP
tras la isquemia correlaciona bilen, segun algunos autores,
con la viabilidad orgéanica (Bore y cols 1979), idea que se ha
reforzado al demostrarse un beneficio claro perfundiendo el
rifnén con infusiones de MgCl1,-ATP (Chaudry y cols 1981). Sin
embargo, estudios posteriores han puesto de manifiesto que
perfusiones aisladas de ATP y de otros nucledtidos de adenina
sin MgCl, no son Gtiles en la recuperacion del 1insulto
1squémico (Siegel y cols 1980). Ello, unido al hecho de que
el rifnén puede resistir, aparentemente, bajos niveles de TAN
y ATP sin reduccion apreciable de su funcién (Shapiro y cols
1987¢) ¥y 9que Ila reducciéon de dichos niveles, mediante
mecanismos no isquémicos Como 1a infusibén de glicerol Yy
fructosa, no se acompafaba de disfuncién orgéanica (Arnold y

cols 1985), han contribuido a cuestionar el papel de los

la recuperacion jsquémica. EI
~arece reflejar mas

niveles tisulares de ATP en

potencial da fosforilacion ATP/ADP x Pi

exactamente el estado energético tisular. Aunque,

a unica técnica capaz de monitorizarlos

desafortunadamente, 1
incapaz de valorar adecuadamente las

in vive, la YP-RMN, 88

bajas concentraciones de ADP (Stubbs Y cols 1984).




En conclusién,

la disminucién de ATP parece no ser la
ca ' ‘
usa 1nmediata de muerte celular, aunque algunos autores no

excluyen que el ATP pueda ser utilizado como marcador de los

disturbios metabélicos isquémicos (Ratcliffe y cols 1989)

Asi, en un modelo experimental de shock hemorragico los

cambios bioquimicos inducidos

. fueron principalmente
disminuciéodn del

ATP y acidosis tisular y sélo los animales
que sufrieron estos cambios hicieron un fallo renal asociado
(Ratciiffe y cols 1986). Por otra parte, en modelos de
hipoxia pura se ha conseguido una deplecién de ATP que parece
correlacionar bien con el voiumen de células lesicnadas, sin
que pudiese demostrarse acidosis tisular (Ratcliffe y cols
1988). Esto podria estar relacionado con la ausencia de
incremento en la formacién de amonio en rifones perfundidos
a pH 4cido en ausencia de sustrato (Bogusky y Dietrich 1989)
y podria indicar la existencia de vias metabélicas distintas,
con diferentes niveles de metaboiitos, para los distintos
modelos de falio renal, de acuerdo con la conservacién o no
de un flu)o sanguineo adecuado y aporte de nutrientes

sistémicos.

En principio, el fallo renal de tLipo isquémico se inicia
por un inadecuado aporte de 0,. La susceptibilidad al insulto
isquémico varia entre distintos segmentos de la nefrona
probablemente por‘1as diferencias normales existentes en ei
metabolismc energético en diferentes partes de la misma

(Guder y cols 1986). Asi, el metabo]ismooxidativo suple casi

todas las necesidades energéticas de los tubulos proximales,

mientras que 10s tubulos distales depen
de la glucolisis (Cohen Yy Kaunin 1981). De aqui que.el tu?u1o
proximal sea Mmas susceptible al insulto isquémico,
(S3) (Vvenkatachalan Y cols
fusioén pueden producir,
potencialmente

den significativamente

especialmente Su segmento distal
1978). Ligeras disminuciones de la per

lasiones jsquémicas en dreas

or elloc e
: ' ), incluso en condiciones de

(Brezis Y cols 1984

susceptibles .
(Balaban Y Sylvia 1981).

méaxima oxigenacion




En el shock hemorragico, el ATP disminuye
a la cuarta parte de su valor normal
1squemia parcial puede

precozmente,

lo que indica que la

deplecionar al rifén de los

nucledtidos de elevada energia (Chaudry y cols 1974)., L

presién s | .
anguinea a la que se produce dicha disminucién es

muy variable aunque, en general, suele ser drédstica. La

vasoconstriccion generalizada que acompafa al shock (elemento
Critic> para comprender el fallo), requiere, para su
comprobacidn, mediciones 1n vivo del flujo sanguineo y de la
extraccion de O,. Ello, aunque posible, es de dificil
realizacidén. La RMN puede, en cambio, advertir sobre el
desarrollo del fendmeno vasoconstrictor (Thulborn y cols
1981). Efectivamente, la caida del ATP conlleva una elevacién
de los nucledtidos y nucledsidos de menor energia. De ellcs,
la adenosina, facilmente detectable, es un conocido
vasoconstrictor que puede incrementar la resistencia vascular

en el fallo renal isquémico (Miller y cols 1978).

Consecuencia del insulto isquémicc y el 1inadecuado
aporte de 0,, la necrosis celular se hace difusa en pocas
horas de modo irreversible (Brandt Yy cols 1951). La
naturaleza del locus 1intracelular responsable de este
proceso, asi como la base bioquimica de la distinta
sensibilidad a la isquemia de diferentes partes del sistema
tubular son desconocidos. Se cree gque e] proceso inicial que
conduce a la destruccion celular es un incremento de la

permeabilidad de la membrana (Shires y cols 1972) a la que

contribuyen ciertos radicales libres tanto en el periodo

isquémico comc en la reperfusion
y cols 1990), aunque hay algun trabajo que po
de la reperfusion (Gamelin y Zager 1988). Asi, la
osfolipasas que degradan la bicapa
incrementando Su

(Schrier y cols 1984 Bayati
ne en duda el

papel
entrada de Ca*'' activa las f
lipidica de las membranas celulares . ‘
permeab11idad hasta la disrupcidn (Finkelstein y cols 1985).
ta degradacion potencian el

bproductos 1ipidicos de es
e 1989)) . Por otra

deterioro de 1a membrana (Humes y cols




parte el Ca'

Intracelular altera la respiracion mitocondrial

disminuyendo la produccién y deplecionando los depbsitos de

ATP (Mc Dougal 1988),

Finalmente, desde hace tiempo se sabe que, en la
tsquemia, tras dos minutos de clampaje del pediculo renal, se
produce un 1ncremento pronunciado de lactato y de glutamato
y una disminucion menos acentuada de glutamina y aspartato
(Hems y Brosran 1970), metaboiitos que pueden ser facilmente
identificables por RMN. E1 incremento, en particular, de los
niveles tisulares de glutamato contrasta con los cambios
metabdlicos subsiguientes a situaciones de acidosis
respiratoria y metabdlica con persistencia del flujo renal,
en las que se ha comunicado una disminucién de tales

metabolitos (Kovacevic y Mc Givan 1983).

En otros modelos de fallo renal agudo como el nefrotéxico
los cambios bioquimicos son distintos y su significadoc
incierto. Uros resultan indicativos del insulto 1inicial,
mientras que otros pueden hacer referencia, sencillamente, al

dafo celular precoz (Brenner y Rector 1981).

: Ty
7.2- Méritos relativos de la Espectroscopia ' RMN

“versus” la Y'P-RMN.

A

En RMN el L
relacién sefal/ruido (aparte del tritio)

jor
el 1982). En 1la tabla 1.3 se ofrece, &

momento dado (Gadian

1

' rotén.
en espectroscopia en relacién con la del p




TABLA I.3- 5§
3- SENSIBILIDAD OF DISTINTOS NUCLEOQS UTILIZADOS EN ESPECTROSCOPIA C
RESPECTO AL PROTON. .

sensibilidad para un sensibilidad para un

Nucleo mismo n2 de nucleos _mismo volumen de tejido
100 100
8 0,02

&3 0,006
9.3

6!6

Con respecto al *P (el nuc'eo més wusado en la
actualidad) la relacidn senal-ruido es 15 veces mayor y la
reduccidén en el tiempo de adquisicién de seral es de 227
veces (Bottommley y cols 1985). Los espectros 'H-RMN pueden
detectar, por ello, metabolitos importantes de la ruta
glucolitica, ciclo del citrato y reacciones anexas tales como
la glucosa, lactato, glutamato, glutamina, alanina, aspartato
y otros (Aisen y Chenevert 1988).

Estas resonancias han si1do detectadas en cerebro de
animales (Cerdéan y cols 1885), en corazén (Urgubil y cols
1984) y musculo (Williams y cols 1985) fundamentalmente. EIl

rifén ha sido, en cambic, un 4rgano escasamente estudiado con

esta técnica (Weiner 1986o).
Entre los inconvenientes de la 'H-RMN hay que destacar
lugar la elevada concentracién del pico del agua

sible realizar estudios de 1imagen,
de

en primer

(55 M) que s1 bien hace po

dificulta la observacién de metabolitos en niveles

concentracién propios de 1o

1.20) (Gadian 1982 ). Por esta razén, ‘ :
realizan frecuentemente utilizando D,0 com

s sistemas V1vOS (< s5mM) (F1g.
los estudios en muestras

piolbégicas se




disolvente en lugar de H,0.

Recientemente se h
desarrollado métodos : -

‘ que eliminan la seAal acuosa por
saturacion (Behar y cols 1983; Brooks y cols 1984: Clore y

cols 1983; Hore 1984). Bajo ciertas circunstancias, estos

meétodos son tan efectivos que hacen innecesario el

reempiazamiento de H,0 por D,0 (Hore 1983).

AGUA

LIPIDOS

Fig. 1I.20- Dada la mayor abundancia del agua y de

/ \ los 1ipidos en los tejidos corporales, un espectro Ty RMN

1 revela con frecuencia dos picos en los que se hallan
H RMN sumergidos metabolitos mucho menos abundantes.

Un segundo problema viene dado por la complejidad de los
espectros debida a la ubicuidad de los dtomos de hidrégeno
dentro de las moléculas biolégicas. Ello comporta 1la
superposicién de las senales de multiples componentes ¥
dificulta su interpretaciéon (Fig. I.21) (Gadian 1982). Por
esta razén, los experimentos RMN deben estar respaldados por

procedimientos adicionales de identificacién.

| |

————

tacion esquemdtica de los espectros de la glucoud-fosﬂto on

Fig. I.21- Qepresen espectro de protones con respecto

protones y en 3p (recuadro). Comparese la complejidad del

a1 o 3'p.




La superposicidén méas problematica se produce en el
desplazamiento quimico de los lipidos y del lactato (Behar y

cols 1983; Urgubil y cols 1984). En algunos 6érganos, la

Cc1tada superposiciédn es acusada. En otros, como por ejemplo

el cerebro y el tejido muscular el

problema es pequedio
(Bottomley y cols 1985), ya que la sefal lipidica es reducida

(Matson y Weiner 1988), probablemente por la escasa motilidad
de los lipidos de las membranas celulares, 10 que conlleva un
gran acortamiento del T, (Bottomley y cols 1984b).

En la actualidad disponemos de técnicas para Jla
cbservaci1én de metabolitos sin la interferencia de sefales
acuosas y lipidicas (Graaf y cols 1988).

7.3- Situaciédn actual de la espectroscopia 'H-RMN en el

estudio de los fenO6menos de isquemia y fallo renal.

E]1 estudio de 10s niveles de aminodcidos Yy de lactato
mediante 'H-RMN en el fallo renal agudo aun no ha sido
publicado Los trabajos en riAién con esta técnica son

reducidos en numero (Bagnasco Y cols 1986; Berkowitz y cols

1988; Endre Y Kuchel 1985, Gullans y cols 1989; Wolf Yy

galaban 1987a) y, POr
incompletos, basicamente centrados en el

lo general, consisten en analisis
estudio de 1los

i ' ' stancias que
osmolitos renales (Trimetilaminas y Polioles), sust

con la deshidratacion (Gullans ¥y cols 1988) ¥y

se incrementan . .
ambién se modifiquen con la isquemia.

probablemente t




LOS anterioi es compuestos,

1 faciimente detectanles con
H-RMN ,

pueden convertirse en verdaderos marcadores de los

isquemia renal si su
determinacién se realiza de una manera mas rapida y eficaz

Que la de ATP mediante 31P-RMN. De esta manera, si

cambios metabdlicos consecutivos a la

a la 'H-
RMN se une la informacién anatomica aportada por la IRM,

Junto con el desarrollo de técnicas de locaiizacién espacial,

quizas estemos 1iniciando el camino ce las aplicaciones

clinicas de la espectroscopia RMN.

Como por otra parte, el estudio de los nucleos mas
interesantes en espectroscopia ('H, 3C, ®'P) no es excluyente
y la 1informacién que proporciona uno es perfectamente
compatible con l1a que suministra, simultaneamente, otro
(SEylas ¥y - eols  1879), no debe descartarse que la
complementariedad que muestran Jlos distintos tipos de
espectroscopia derive, antes o después, en un avance clinico

importante.

8- RESUMEN.

Actualmente, mientras la Imagen por Resonancia Magnetica
difusién clinica, la
) continua siendo

arte de los

(I <) ha tenido una amplia
Espectroscopia por Resonancia Magnética ( ERM
e investigacion en la que la mayor p
in vivo han consistido en la
osfatos de

una técnica d

estudios de espectroscopia

utilizacion de la 3p-KMN para la deteccion de f

alta energia.




Dada la gran abundancia de hidrogeno en las estructuras

celulares de los seres vivos parece evigdente que el estudio

a2 metaboliiLos hidrog:iados mediante "H=-RMN constituye un

amplio campo de 1nvestigacién con importantes derivaciones
clinicas pc - evaluar.

Aunque existen publicaciones sobre espectroscopia H-

RMN 1n vivo de cerebro humano, en el rifAér sbélo se han

resultados experimentales obtenidos en
¢ iles con un 2ndlisis 1nsuficiente de los espectros. La

comunicado algunos

mayoria de los cambios metabdlicos consecutivos a procesos
patolégicos renales, susceptibles de analisis por 'H-RMN, se
encuentran en fase de identificacion.

Nos ha parec do interesante, por 1o tanto, iniclar una
lirea de investigacién basada en la obtenciéon y andlisis de
espectros 'H-RMN en extractos tisulares de rinén de rata,
tanto en normoxia como en diferentes situaciones de isauemia
y ello, no solo porque de la informacién obtenida se pueda
conseguir un mejor conocimiento del funcionalismo renal, sino
porque el analisis espectral 'H-RMN sobre extractos tisulares
puede hacer posible wuna mejor comprension de futu. as
experiencias 'n vivo en donde la combinacién ERM-IRM puede

rendir 6ptimos resultados.




IT— OBJETIVOS.




La posibirlidaa de obtener

informaci16n metabdélica renal
1 S 1 . =
Sk en condiciones experimentales que

simulan

determinados stade
1nados estaccs de enfermedad, mediante Espectroscopla

Resonancia Magnetica Nuclear (ERM) y la sensibilidad que
)

Eraran = ; ;
fin, cfrecen los nucleos de hidrégeno constituyen los
>obre los aque asienta el presente trabajo de

cCuyos objetivos mas 1Importantes se pueden

jas aplicaciones de la ERM en el estudio

~1rcunstancias normales y patologicas.

mediante 'H RMN, de 1los cambios

1nducidos por la isguemia aplicada

Ficac16n, en los extractos tisulares renales,

i1tos responsables de los citados cambios.

Comparacion de 1es hallazgos suministrados por la H
RMN con los obten1dos mediante espectroscopla de otros
nucleos, condiciones experimentales similares, y
definicién consecuente de las posibilidades de ia

espectroscopia de protones éen 1a caracterizacion bioguimica

de estados de enfermedad bien determinados.
de nuevas vias para el estudin de la
de otros 6rganos.

5-- Apertura
patologia renal y, por extension,




ITI— MATERIAL Y METODOS.




1.1- ESPECIE ENSAYADA.

Los experimentos se@ han realizado en ratas de raza
Wistar, de peso comprendido entre

200 y 300 gramos,
alimentadas con dieta standard que fueron suministradas por

el servicio de animales de la Universidad de Granada.

1.2- INSTRUMENTACION Y TECNICAS UTILIZADAS.

E1l espectrdémetro de RMN utilizado pertenece a 1los
Servicios Técnicos de la Universidad de Granada. Es un
espectrometro Brucker AM-300 dotado de un iman superconductor
de 7 Tesla, que induce frecuencias de resonancia de 1los
nucleos proténicos del orden de 300 MHz. E1 tubo de recepcién
de muestras para e! andlisis espectroscopico tiene 5 mm de
calibre. E1 equipo trabaja preferentemente con muestras
disueltas en solventes deuterados.

Hemos utilizado, asi mismo, un sistema HPLC
perteneciente al servicio de Andlisis Clinicos de la Ciudad
sanitaria Virgen de las Nieves, consistente en un
cromatégrafo Beckman 342, formado por un médulo programador
de gradientes Altex 420 que actlua sobre dos bombas
dosificadoras Altex 112, capaces de mantener flujos entre
0,01 y 10 ml/min y una columna cromatografica Beckman

Ultrasphere 0ODS RP-18 de 250 x 4 mm,

como liofilizador se utilizé el sistema existente en el

Departamento de Fisiologia Animal del Centro Experimental del
Zaidin. Es de la marca FTS Systems Inc, distribuido por la

casa Giralt.




Las pesadas se realijzaron en halanza Mettler H35 AR.

Para la medida de pH se Uut111z4 un pH-metro de la marca
Orion, provisto de un agitador magnético Selecta.

La homogeinizacién tisular se realizdé en primer lugar
fragmentando la pieza corgelada con un martillo hermético de
acero 1noxidable. Poc-eriormente, una vez mezclado el tejido
con l1os distintos reactivos, se procedid a su homogeinizacién
en un homogeinizador eléctrico de la marca Braun,

Las centrifugaciones en frio a gran velocidad se

realizarcn con centrifugas refrigeradas Beckman L8-70 vy
Beckman TJ-6.

Se uti111z6 un espectrofctémetrn para la determinacién de
proteinas de la marca Beckman, Modelo 34, El
espectrofotémetro para la determinacién enzimdtica del
lactato es un Beckman DU-70.

E1 bafo de alcohol y el desgasificador ultrasénico

empleados fueron de la marca Selecta.

Las pipetas utilizadas pertenecieron a las marcas

Eppendorf, B-D Life Sciences y Pasteur CEB.

En la técnica del congelado instantdaneo se empled un

contenedor de Nitrdégeno liquido de la marca Champigny Y
rte de las muestras. Las

inoxidable Y

termos auxiliares para el transpo
ing” (o}
pinzas de “Freeze Clamping fueron de acer

reniforme al objeto de conseguir la mejor

conformacion
adaptaci6n posible al rinoén.




1.3-PRODUCTOS.

El fosfato sédico, el carbonato sédico, el tartrato

sddico, el acetato sédico, el hidréxido sédico, el hidréxido
potasico, el sulfato de cobre, el

acido clorhidrico y el
fenol fueron suministrados por Merk (Darmstad, Alemania).

E1l acido bérico, el 2-mercaptoetanol, el SDS (Dodecil
sulfato sédico), el 4cido cisteico, la LDH, el NAD, el
lactato y los aminodcidos (Ala, Ile, Leu, Val, Lis, Glu, Gln,

Arg, Asp, Asn, Ser y Gly) empleados fueron obtenidos de la
marca Sigma Chem. Co. St. Louis (USA).

E1 hidrato de hidrazina procedié de la firma BDH Chem
LTD (Poole, Inglaterra).

E]l metanol, el tetrahidrofurano, el o-ptalaldehido se
obtuvieron de la firma Scharlau (FIOSA, Barcelona, Espafa).

E1l agua destilada fue de la marca Vitulia (Barcelona)
La Ketamina se obtuvo de ParKe-Davis (Barcelona)

La heparina procedio de los laboratorios Leo (Madrid).




2- METODOS.
2.1- PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

Las ratas se anestesiaron con Ketamina intraperitoneal
1 :
(10 mg por cada 100 gr de peso). A los dos-cua.”o minutos se

real1z6é una laparotomia media y el rifén izquierdo se expuso

rapidamente. Una vez desbridado de sus adnerencias se sometié
a congelacidn instanténea por aplastamiento mediante una
pinza de acero 1noxidable previamente sumergida en nitrégeno
liquido. E1 pediculo renal se clampé simultdneamente para
evitar pérdidas hemdticas y el rifnén derecho se expuso a

contiruacién para ser extraido por un procedimiento similar.

Para el estudio de los niveles metabdlicos en normoxia
hemos u+ilizado, sistematicamente, el rifidén izquierdo. Para
1a producciédn de isquemia a diferentes tiempos (2', 45’, 60°)
hemos utilizado generalmente el riAén derecho mediante
clampase del pediculo renal. En las ocasiones en que usamos
ambos rifiones pare el estudio de la isquemia, el riAon
jzquierdo fue sometido a un tiempo de clampaje menor que el
derecho, fundamentalmente 2 minutos al riAén izquierdo y 45
o 60 minutos al rifén derecho. ENn todos los casos, tras la
extirpacién del rifAoén izquierdo se obtuvo una muestra
sarguinea por puncién directa de la aorta 2hdominal. Con
niveles de pH inferiores a 7,38 la muestra se deseché

automadticamente.

e la acidosis respiratoria en el
na bolsa hermética, de cuello
olumen, en la que se introdujo la
Transcurrido dicho

Para la produccién d
animal hemos utilizado u

elastico de unos 50 cc de v
cabeza de la rata durante siete minutos.
do se sometid a congelacion y se€

tiempo el rifAdn jzquier .
la aorta abdominal para

obtuvo una muestra de sangre de

gasometria y estudio del contenido aminoécido.




2.2- TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Hemos ensayado dos métodos de preparacién del extracto

tisular: uno, més cldsico, el extracto en acido perclérico y
el segundo, posiblemente mas fisiolégico, en que el tejido
se mezcld exclusivamente con tampdn fosfato a ph 7,4,

A) EXTRACTO PERCLORICOQ.

Se ha realizado una variante del método descrito por
Lowry y Passonneau (1972). En sintesis esta variante consiste
en 10 sigulente: el tejido congelado a la temperatura del
nitrégeno ligquido se fragmenta mediante un martillo hermético
de acerc 1noxidable. La “"torta" resultante, bafada en
nitrégeno liquido, se tritura después en un mortero de
ceramica vy se vierte, con posterioridad, en un tubo con 3
volumenes de 4acido perclérico 3 M congelado. E1 tubo se
transfiere, finalmente, a un bafo de alcohol a la temperatura
de -10°'C y se agita durante 5'-15"' hasta que el &cido

penetra completamente el tejido.

Cuando se estuvo seguro de que no quedaba tejido
congelado, se afadié 1 ml de H,0 por cada 0,3 ml de HC10, Yy
la muestra se sometido a agitacién a 4°C durante 5’-10’,
centrifugando posteriormente a 10.000 revoluciones durante
10’ . E1 sobrenadante obtenido se neutralizb, por ultimo, con
una mezcla conteniendo 2 N de KOH y 0,4 M de C1K, en una

proporcién de 0,3 ml por ml de extracto, dejando la solucién

tamponada a pH 7,4.

gl_EXIRActgngN TAMPON FOSFATO.
Hemos empleado una variante del método empleado por

1S ' i la
Dwyer y cols (1987) para e] analisis de aminodcidos, en

siguiente forma:




E1 tejn
T J1do renal congelado a la temperatura del nitrdgeno
o se fragmenta mediante un martilio hermético de acero

1NOX 1
Qab]e, tras 10 cual los fragmentos obtenidos se mezclan
con diez volumenes de tampén fosfato 0,05 MapH 7,4 ¥y a 1a

tem : j
peratura de 4°C y se homogeinizan después mediante 15
pases en un homogeinizador eléctrico.

E1l homogeinizado tisular se centrifuga posteriormente a
30.000 rpm durante 30’ y el sobrenadante se¢ desproteiniza por
filtracién a través de membranas de celulosa (Millipore UFPI-
-GC 24, 10.000 Mw),

C) PLASMA DE LAS RATAS ACIDOTICAS Y NORMOXICAS.

El plasma de las ratas sometidas a asfixia se obtuvo por
centrifugacion a 3.000 rpm durante 10 minutos y se estudid
exclusivamente con HPLC para la determinacién de aminodcidos
y el cdlculo de su relacién con el contenido aminoacidico

tisular.

2.3- ESTUDIO MEDIANTE HPLC.

En HPLC se han estudiado todas las muestras de tejido
renal extraidas en tampén fosfato vy el plasma de las ratas

acidéticas y de aquellas en que obtuvimos el rifon norméxico.

Como para su estudio en resonancia las muestras fueron

1izadas, también estudiamos de nuevo alguna
to, comprobando que Tas
tras la 1iofilizacion

previamente 1i0f1
de las muestras tras este procedimien

pérdidas en el contenido de aminoacidos

resultaron inferiores al 5%

plasma se analizé por HPLC
el servicio de Andiisis
gen de las Nieves (Cobo

La muestra filtrada O el

mediante l1a técnica puesta a punto en
e la Cirudad sanitaria Vir
en la siguiente forma:

clinicos d
Mart'inez 1985)|




A)PREPARACION DE REACTIVOS.
a.l1-Tampones.
Acetato 0,5 M pH: 5,9

Acetato sbédico
Agua destilada
Para usar en HPLC se diluye al 1:10 con agua
ajyusta su pH a 5,8.

Borato 0,4 M pH: 9,5

Acido bdérico
Agua destilada
El pH se ajusta a 9,5 con NaOH.

a.2-Reactivos de la derivacion:
OPA

S5e disuelven por agitacidn suave, Después se anade:

Tampén borato 0,4 M pH:9,5
2-mercaptoetano1

la oscuridad a

La muestra resultante se conserva en




SDS(Dodecil sulfato sédico)

100 m

Se disuelven completamente vy

almacenan en
oscuridad.

Tampén acetato 0,05 M pH:5,9
Metanol para HPLC..
Tetrahidrofurano para HPLC

La mezcla se pasa por un filtro de
desgasi1ficdndose luego durante 15 minutos en

ultrasé4nico. Se utiliza a pH 6,1.

TAMPON DE ELUCION B (bomba B)

Tampén acetato 0,05 M pH:5,9........
Metanol para HPLC

La mezcla se pasa por un filtro de 0,4

la

Hm,

desgasificandose posteriormente durante 15 minutos en un bafo

ultrasénico. Se utiliza a pH 7,1.

STANDARD INTERNO

Acido cisteico.
Agua destilada




B)PREPARACION DE LA MUESTRA.

Se toman 5 ul de standard interno y se mezclan con 0.1

ml de muestra. A continuacidn se toman 50 H1 de la muestra
as1 preparada y se le araden 50 ul de SDS y 100 ul de OPA

tras 1o cual se mantiene durante un minuto a 37

. 'C y se
pincha en el cromatégrafo.

2.4- ESTUDIO MEDIANTE 'H RMN.

En el espectrometro hemos estudiado todos los extractos
percléricos y en tampdn fosfato de tejido renal. En algunos
casos, y s6lo en los extractos en tampén fosfato (método B),
una alicuota del homogeinizado sin centrifugar o del
sobrenadante sin desproteinizar se liofilizaron para ser
estudiadas en resonancia y comprobar qué metabolitos
significativos en el extracto continuaban siendo visibles en
muestras mas complejas, incluido el rifion completo.

Las muestras liofilizadas fueron hidratadas en 0,5 ml de
D,0 ¥ colocadas dentro de un tubo de RNM de 5 mm de calibre.
E1 DO se us6é para atenuar la sefial proténica intensa del
agua y conseguir una mejor resolucion y cuantificaciéon de los
picos. El1 numero de scans por muestra oscilé entre 200 y 400

hasta conseguir una buena relaciéon sefal/ruido.

La técnica usada fue 1a de presaturacion selectiva que,
quizds, la mas moderna, es especialmente util
magnético” de sefial de solvente.
selectivamente 1la

aungue no es,
cuando existe un s6lo "tipo
La técnica consiste en invertir

magnetizacién del sclvente y esperar, ‘
i ' o]
del procedimiento, el tiempo de magnetizacion cero del mism

i ‘ ' to se
tras su parcial relajamiento 1ong1tud1na1. En ese momen

da el pulso de medida no selectivo para ma

solutos y poder asi

previa puesta a punto

gnetizar 108

realizar la experiencia.




E1 espectrémetro elabora

sus datos mediante la
Transformada de Fourier. La mayoria de los sistemas presentan

graves problemas de digitalizacidén cuando un pico supera a

los restantes en un orden de magnitud de 1.000. Cuando la

diferencia es mayor que 10.000 se hace imposibie el

la necesidad de eliminar 1la
sefial del agua (Garcia-Granados 1987).

tratamiento adecuado. De ahi

2.4-1 ASIGNACION DE RESONANCIAS.

E1 desplazamiento quimico de 1los picos (&) viene
expresado por su frecuencia de resonancia (Hz). Como esta
frecuencia es distinta segun la potencia del 1man en que se
realiza la experiencia, para poder comparar facilmente los
resultados entre distintos sistemas, se expresa el
desplazamiento en partes por millén (ppm) con respecto a un

pico de referencia:

fs-> Frecuencia del nuclec bajo astudio.

E - fe-fr X 106 #r-> Frecuencia del pico de referencia.

fr

Nosotros no hemos usado standard interno, por lo que
omo pico de referencia el triplete de 1los
que le hemos asignado un

hemos elegido ¢

protones metilo del lactato al

' 1)
desplazamiento de 1,336 (Cerdan Yy cols 1985) (F1g 111:1)




LACTATO
CH3

Fig. III.1- Al grupo metilo del lactato, cuya frecuencia de resonancia a 7 Tesla es
de 300.000.400 Hz, le asignamos el desplazamiento quimico de 1,336 ppm. Al prctdn gamma oe
la GLN se le aplica la fdérmula descrita para calcular el desplazamiento Qquimico (Al
resultado hemos de sumzrle e] desp lazamiento quimico arbitrario del lactato):

5-300, 000. 375-300.000. 400 x 10° * 1+330 = 2,452

300. 000. 400

distintos metabolitos renales de

Para la asignacion a los
utilizado las

de resonancia hemos
la literatura (Agris. y Campbel

Cerdédn y cols 1985; Endre Yy

valores standard
referencias existentes en

1982; Bagnasco Y cols 1986;

70




Kuchel 1985: Evanochko vy Cols 1984p:

. Gullans y cols 1988;
Quirk y cols 1989;

Rothman y cols 1984). En el caso de los
osmolitos renales (GPC, betaina,

inositol), colina, piruvato,
succinato,

taurina y glicina hemos considerados suficientes
los datos publicados. En el caso del

lactato (utilizado en
referencia) y de 1los

(someramente estudiados en Jas
publicaciones espectroscédpicas renales)

verificacién Jlos datos publicados con
soluciones modelo.

nuestros espectros como elemento de
principales aminoicidos

hemos sometido a
el estudio de

Para identificar las resonancias individuales en las
soluciones modelo nos hemos basado en el 4rea espectral,
parametro indicativo del numero de protones contribuyentes,
y en la multiplicidad de l1a sefal, elemento indicativo de los
acoplamientos © interacciones magnéticas de un grupo
bioquimico de protones equivalentes (por ejemplo, un grupo
metilo(-CH;)) con 4tomos vecinos que perturban el entorno
electrénico multiplicando una sefial que de otro modo seria
Gnica. En efecto, el grupo metilo del etanol (CH,-CH,~OH)
acepta cuatro disposiciones magnéticas de los protones del
arupo metilieno (-CH,-):

a-Dos ascendentes ().
b-Ascendente y descendente o viceversa | ¢l o 1Y)

c-Dos descendentes (}}).

Este efecto magnético sobre el CH, divide su sefial en un
: A e
triplete cuya intensidad viene dada por la relacién 1-2
debido a que la situacién b es equivalente (Fig 111.2).

La férmula que predice la multiplicidad en un espectro

RMN es (Gadian 1982; Levine 1983):

1 N- N2 de Atomos @n relacion. .
. o Lifeie i §-N2 Cudntico de spin (4 para e1 pro 3




Esto es siempre asi cuando los protcnes N presentan un

mismo entorno electrénico. Si sus relaciones quimicas son

distintas se consideran Ce modo independiente
la multiplicidad de
relacionan.

incrementando
la senal de 1los protones con que se

Los grupos OH vy NH; suelen ser intercambiables en
muestras acuosas y no generan sefal valorable.

BAJA RESOLUCION

L

CH3

i
1h-fit-itt
Hi- -t

H

Fig. III1.2- Espectro
ssquesdtico del etancl en solucidn
acuosa. La senal del grupo Gy es
un triplete. La del grupo mz s
un cuadruplete. Si o] etano] fuese
puro el grupo OH dividiria cada
siembro del cuadruplete en un
dob lete dando Tugar a una seial de
ocho lineas. Al ser intercasbiable
on Buestra acuocsa no genera sonal
valorable.

ppm
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FIG.Ii.3
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EN LOS EXTRACTOS

—=AITRAL IV

O(ppm) MULTIPLICIDAD(a)ASIGNACION
t Wwis o

d-d H5-5’(6_6v)

H4 (YY)

H4(Y metilo)

H4' (V)

CH, (B)

CH, (B)

H4 (Y)

HS (&)

H4 (Y)

CH3

H3 (B)

H3 (B)

H3 (B)

Ha (Y)

CH,

CH,

He (Y)

H3-3'(R-B’

H3-3' (B-B’

N-CH,

H6 (€)

N-(CH,),

N-(CHy )5

HS (8)

N=(CH3)5

N-CH,

1 ) 46"1 ,49
1,66-1,78
1,66-1,78
10-ACETATO 1,92
11-LIS-ARG 1,92
12-GLU 2,05
-GLN 2,12
13-GLU 2,36
14-PIRUVATOQ 2,39
15-SUCCINATO 2,42
16-GLN 2,46
17-ASP 2,65-2,79
18-ASN 2,89-2,93
19-CREATINA 3,03
20-LIS 3,03
21-COLINA 3,20
22-GPC 3,22
23-ARG 3,24
24-BETAINA 3,25
25-TAU 3,28
26-TAU 3,44 S-CH,
27-GLY 3,57 H2 (a)
28-INO 3,55-3,62 H1-3+H4-6
-GPC 3,63-3,67 (Cth
29-ALA-LIS-GLU
-GLN-ARG
30-BETAINA 3,92 gHéH
31-CREATINA 3,9 - :
32-SER 3,99 H3-3° (B-B’)
-ASN 4,00 H2 (a)
33-INO 4,07 H2
34-LACTATO g: (a)
35-GLUCOSA sl
36-ATP-ADP-AMP H5 (5)
37-TIR H6 (€)
gg-L;E Horto,seta,para
o H8
40-ADP
41-ATP e

Dt tnaa3lInn33I3IIns3zaaala

3,74-3,78 W2 (a)

druplete p-mulitiplete
(Figs III.3 c y D) tienen una ampliacion 16

(a)- s-singlete d-doblete dd-doble doblete t-triplete c-cua

La parte derecha de los espectros

veces mayor con respecto a 1a izquierda.




Fig.11.4
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FIG. 1II.4:

A- PARTE IZQUIERDA DEL ESPECTRO Ty RN DE UN EXTRACTO
EN TAMPON FOSFATO ( X-drea artefactada por azucares
de los filtros empleados).

B- IDEM DE UN EXTRACTO PERCLORICO.

C- PARTE DERECHA DE UN EXTRACTO EN FOSFATO.

D- PARTE DERECHA DE UN EXTRACTO PERCLORICO.

E- AMPLIACION DEL AREA COMPRENDIDA ENTRE 3.2 Y 3.6 ppa.




2.4.3 METABOLITOS IDENTIFICADOS EN EL SOBRENADANTE DEL

La identificacién se llevd a cabo exclusivamente con

los extractos en tampsn fosfato, siendo

' visibles,
practicamente, la totalidad de los metabolitos identificados

en el homogeinizado desproteinizado. Entre 3,6-3,78 ppm no se

observan los picos de los azucares provenientes de los

filtros empleados en la desproteinizacién. La parte derecha
del espectro no es valorable y por eso no se representa. Los
valores de rescnancia asignados fueron los siguientes:

1-De 0,91 a 1,04 ppm: Isoleucina (Ile), Leucina (Leu) ¥y
valina (val).
2-A 1,336 ppm: Lactato.
3-A 1,48 ppm: Alanina (Ala).
4-Entre 1,66-1,78: Lisina (Lis).
Acetato.
Glutamato (GLU).
Succinato.
Glutamina (GlIn).
Creatina (Cr).
: Colina.
- Glicerofosforilcolina (GPC).
Betaina.
Taurina.
: Glicina (Gly).
Inositol (Ino).

4.4-METABOLITOS IDENTIFICABLES EN EL HOMOGEINIZADO DE

RINON COMPLETO (Fig 711.6):

ncias Ile,
= 0,91 a 1,04 ppm: se observan las resona
1 EZU y val englobadas en un componente importante de
los protones CH lipidicos. .
2-A 1 %3 ppm: Lossprotones -(CH,), de 1los 11p1dost -
osc&recen practicamente la totalidad de los proto

del lactato.
3-A 1,49 ppm: Ala.

. Acetato.
Glu.

e = . '
2,3 ppm: colina+GPC+Betaina.

- Taurina.
G1y+inosito1.

Inositol (Ino).




Fig.111.5

Fig.111.6




2.4.5-CUANTIFICACION DE LOS ESPECTROS.

La cuantifi )
ntificacién de los espectros se hizo de] siguiente

- . .
) En los extractos percloricos (método A) se comparé la

intensi

. ndead por protén de una determinada resonancia con la

;ntenswdad del doblete de los protones metilo del iactato, a
: ]

Os Qque se les asigndé el valor obtenido mediante ensayo

enzimatico (Gutmann y Wahlefeld 1974),

b) En los extractos en tampén fosfato (método B), se

. : )
compard la intensidad por protén de una determinada
resonancia con la intensidad del doblete de los protones

metilo de la alanina, a los que se les asigné el valor
obtenido mediante HPLC.

Para determinar la intensidad de cada sefial se utilizé
la integral. En ocasiones, fundamentalmente en resonancias
parcialmente solapadas, la medicién del drea con papel
milimetrado también se considerd util.

Para el lactato integramos el doblete de los tres
protones metilo a 1,336 ppm; para la alanina usamos el
doblete de los tres protones metilo a 1,483 ppm; para el
glutédmico el multiplete de los dos protones gamma a 2,38 ppm;
para el piruvato el singlete del grupo CH; a 2,39 ppm y que
aparece estrechamente unido al ultimo pico componente de la
resonancia del glutamato (cuando no se pudo integrar de modo

tribuimos un 50% de este ultimo
para

independiente al glutamato, a
pico a cada uno de los dos componentes (Fig. II1.6)) ;
el succinato integramos el singlete del grupo CH, que resuena
a 2,42 ppm; para la glutamina el multiplete de 1los dos
protones gamma a 2,46 ppm; para la colina, GPC Yy Betaina
el singlete de los nueve protones trimetilamina

utilizamos
3,22 v 3,25 respectivamente; para la

que resuenan a 3,20,




taurina e) triplete de los dos protones
Ppm; para 1la glicina e)
3,57 ppm; para el
4,08 ppm,

del grupo s- H, a 3,44
singlete de los dos protones H2 a
inositol e] doble doblete de) pProtén H2 a

Fig III.7- Ampliacion ce la ragis1 comprendida entre 2,3
Yy 2,5 ppm. E] sincTete del piruvato estd estrechamente unido al
ultimo pico del glutamato (ver texto).

2.5- MEDICION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS EN LAt
MUESTRAS.

Hemos utilizado el método descrito pcr Lowry Y cols

(1951) consistente en:

a) Preparacién del primer reactivo:

En un tubo de 20 ml se ponen 12 m)l de Carbonato

sédico, 50 ul de tartrato s6dico, 50 ul de sulfato de cobre

y se mezcla bien.




En un tubo de 10 m) Se ponen 1,1 ml de agua

destilada, 0,1 ml de &cido clorhidrico concentrado, 1,2 mi de
reactivo de fenol y se mezcla bien.

€) Medicién de proteinas:

La determinacién se realizdé utilizando albumina
bovina como standard. Tanto en los tubos problema como
standard se pipetea 1 ml del primer reactivo, 0,2 ml de
solucién salina y 20 yl de la muestra a estudiar. La mezcla
resultante se incuba durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Pasados estos diez minutos ponemos 100 ul del
segundo reactivo en todos 1os tubos y se incuba durante 30
minutos a temperatura ambiente. Terminada la incubacién se
pasa a la lectura en el espectrofotémetro a 510 nm, previo
ajuste de la absorbancia a cero con los tubos blancc.

2.6-DETERMINACION ENZIMATICA DEL LACTATO:

E1 L-lactato se determina enzimaticdmente oxidandolo
mediante el enzima lactato deshidrogenasa (LDH) a pH 9,5,

segun ha descrito Gutmann y Wahlefeld (1974):

i +
L-lactato + NAD' y Piruvato + NADH + H

a)Reactivos:

Tampon hidrazina-g]icoco1a 0,9:1M, pH 9,5

Solucion extemporénea de NAD al 0,5% -
Lactato deshidrogenasa (LDH) (E.C. $.0.1.2




b)Técnica:

Las cubetas se preparan con las siguientes cantidades de
reactivos:

Muestra Control Blanco
Tampén 1,50 ml 1,50 ml 1,50 ml
NAD* 0,40 m 0,40 ml
Agua destilada 0,10 ml
Muestra 0,50 m

LDH 0,02 ml

La determinacibén espectrofotométrica se realiza a 340 nm
y temperatura ambiente anotando el incremento de Absorbancia
(Densidad 6ptica) debido al consumo de lactato paralelo a la
formacién de NADH.

- *
Fig. 1II.8- Propiedades de absorcion de ! NAD y.al
NADH. La forsa reducida del racledtido de piridina tiene
un siximo de absorcién a 340 na gue no estd presente en 1a
forma oxidada.




2.7- TRATAMIENTO ESTADISTICO.

En los extractos en tampén fosfato cada dato de HPLC
corresponde al estudio del extracto de un ridén individual

(para RMN fue necesario mezclar los extractos de dos rifones

para obtener la cantidad de muestra suficiente). En los
extractos percloricos cada dato corresponde también
obtenido del extracto de un solo rifén.

al

El andlisis estadistico entre el grupo norméxico y los
distintos grupos isquémicos se ha realizado mediante el
andlisis de la varianza (ANOVA) de una via (Martin Andrés y
Luna del Castillo 1989) en la forma siguiente:

a) En primer 1lugar comprobamos la igualdad de las
varianzas mediante el test de Cochran, tras lo cual se
procedié a realizar el ANOVA, que se consideré significativo
si el error era menor del 5% (a<0,05).

b) Cuando identificamos diferencias entre los distintos
grupos, realizamos comparaciones especificas de las distintas
medias de diversos paréametros mediante el método de Tukey
considerédndose significativo todo valor de probabilidad

inferior al 5% (P<0,95).

E1 andlisis estadistico entre el grupo norméxico y el
acidético se rez1iz6 con el test de la t de Student pareado,
consideréandose las diferencias significativas cuando P<0,05

(Parker 1981).




IV—RESULTADOS.




IV-RESULTADOS .

1.- EVOLUCION DE LOS NIVELES TISULARES DE AMINOACIDOS

Y DIVERSOS METABOLITOS DURA
NTE LA ISQUEMIA POR C
PEDICULO RENAL. Wi

1.1- VALORES DETERMINADOS MEDIANTE HPLC.

Hemos determinado a nivel renal diversos metabolitos en
condiciones norméxicas y hemos estudiado las modificaciones
inducidas en sus niveles tisulares mediante isquemia inducida
por clampaje del pediculo renal. La cromatografia liquida de
alta presién (HPLC) (tabla IV.1) nos ha permitido cuantificar
gran numero de aminodcidos, algunos de los cuales no habian
sido resefados previamente en la literatura renal. Estas
determinaciones cromatogréaficas se han realizado
exclusivamente en los extractos en tampén fosfato, método de
extraccién que ya ha sido empleado con eficacia en otros
6rganos, fundamentalmente el cerebro (Dwyer y cols 1987).

Los niveles de aminodcidos determinados mediante HPLC
evolucionaron del siguiente modo con respecto a los niveles

norméxicos (Gréafica IV.1):

- A los 2 minutos no se detectaron cambios

significativos en la concentracién de ningun aminoacido.

-A los 45 minutos de isquemia:
xIncrementan su valor:
Glu ---> 79% (P<0,01)
Ser ---> 74% (P<0,01)

xDescienden su valor:
Gln ---> 35% (P<0,05)




-A los 60 minutos de isquemia:
*Incrementan su valor:
Glu ---> 69% (P¢0,01)
Ser ---> 90% (P¢0,01)

*Descienden su valor:
Gln ---> 37% (P<0,05)

TABLA IV.1- EVOLUCION DE LOS AMINOACIDOS EN LA ISQUENIA TISULAR RENAL POR CLAMPAJE

DEL PEDICULO VASCULAR, DETERMINADOS MEDIANTE WPLC (extractos en tampdn fosfato).

ISQUEMIA
45 MINUTOS 60 MINUTOS

METABOLITOS __NORMOXIA 2 MINUTOS

1-ASP
2-GLU
3-ASN
4-SER
5-GLN
6-ARG
7-ALA
8-TIR (7
9-TRP (8)
10-MET (7)
11-VAL (9)
12-PHE(10)
13-ILE(0)
14-LEU(10)
15-LIS10)

1,91%0,17
3,84+0,32
2,00+0,21
1,95%0,19
1,49+0,13
1,150, 20
2,31+0,38
0,3740,09
0,12+0,02
0,29+0,14
0,63+0,23
1,0940,32
0,5040,14
1,46+0,20
0,69+0,16

1,71+0,32
4,94+0,34
1,7840,23
2,04+0,26
1,36+0,14
1,14+0,29
2,30%0,37
0,3740,10
0,2340,05
0,76+0, 30
0,91%0,29
1,53+0,27
0,79%0,17
1,15¢0,13
1,0340,23

1,3840,13
6,90+0,60%
2,1740,25
3,26+0,23%
0,9740,07¥
1,15%0,04
2,86%0,18
0,14:0,03
0,1240,01
0,74%0,09
1,3240,15
1,3940,16
0,7340,10
1,2840,19
0,6740,07

1,9740,29
6,52+0,28%
2,19£0,19
3,570,17%
0,94:0,16¥
1,1120,11
3,01%0,23
0,10£0,02
0,1240,01
0,5940,12
1,4740,21
1,5440,20
0,7340,11
1,7440,22
0,8240,11

. * : + .
-Los valores corresponden en cada grupo a 1a media de (n) datos individuales I erro

standard de la media y vienen expresados en umol/gr de tejido humedo.

-D.ferencias significativas con respecto a 108 niveles norméxicos:

s P < 0’01 ¥ P < 0.05.




La evoluciédn entre los distintos tiempos de

isquemia
POr otra parte, la siguiente (Graf

fue, ica IV.1):

a) La elevaciéon de los niveles de Glu fue médxima a los

45 min. y se estabilizé a los 60 min., mientras que la Ser

mantuvo su incremento, aunque no de forma significativa.

b) La glutamina desciende sus valores a los 45 min.,
manteniéndolos bajos de modo significativo a los 60 min.

isquemia

SER
HPLC

Bl Serie 1 NORMOXIA Serle 2 ISQUEMIA 2'
s IA 80
[ Serle 3 1SQUEMIA 45° 7 Serle 4 ISQUEM

IFICADO SUS
HPLC ¥ QUE HAN MOD

RMINADOS MEDIANTE

_1. - AMINOACIDOS DETE
GRAFICA IV-1.

VALORES POR EFECTO DE LA ISQUEMIA.
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Cuando calculamos

C swmailpa la concentracién de aminodcidos por
proteinas del extracto (no representado) no hubo

a <a . s

de tejido representados en Ja tabla 1IVv.1 ya 1

conteni ' ta o
enido de proteinas de los extractos tisulares en normoxia

y en las distintas condiciones de isquemia no mostré

diferencias estadisticamente significativas:

-Normoxia: 1,14 + 0,05 mgr / c.c.

-Isquemia 2': 1,08 £ 0,07 mgr / c.c.
-Isquemia 45’: 1,01 0,10 mgr / c.c.
-Isquemia 60’: 1,06 0 01t mgr / c.c.

1.2- VALORES DETERMINADOS MEDIANTE 'H RMN EN_EXTRACTOS
EN TAMPON FOSFATO.

La 'H RMN de los extractos en tampén fosfato nos
permitié cotejar con fiabilidad algunos aminoadcidos
estudiados mediante HPLC. Otros, aunque observables, fueron
de dificil cuantificacion por su solapamiento con sehales
proténicas de similar desplazamiento gquimico. Aunque existen
métodos que permiten cuantificar los picos solapados, como el
procedimiento de la suma de 1a altura de las seiiales (Cerdan
y cols 1885), @ del corte y pesado de las sefales del
espectro representado en papel (Quirk 1989), que permiten la
cuantificacion prdcticamente completa de complejos espectros
que hemos enfocado este trabajo desde

proténicos, nosotros,
s&él1o hemos recurrido a un método

una perspectiva clinica,

similar, mediante la medicién del are
unicamente si eran evidentes

a con papel milimetrado,

en contadas ocasiones,
modificaciones de consideracion.

En la tabla 1V.2 se recogen los metabolitos fdcilmente

cuantificados en el espectro proténico:




TABLA Iv.2-

1-GLUTAMICO
2-GLUTAMINA
3-GLICINA
4-ALANINA
5-COLINA
6-GPC
7-BETAINA
8-INOSITOL
9-TAU
10-PIRUVATO
11-CREATINA
12-LACTATO

EVOLUCION DE LOS METABOLI TOS DETERMINADOS NEDIANTE
TISULAR RENAL (extractos on tampdn fosfato)

"H R EN LA IsuENTA

1,4040,07
2,38+0,18
2,30:0,20
0,27+0,08
1,14%0,17
0,79¢0,17
2,21%0,16
3,62+0,37
0,29+0,12
0,75+0,04
1,9740,16

ISQUEMIA

2 MINUTOS

45 MINUTOS

60 MINUTOS

3,81+0,39
1,2410,10
4,000,55%
2,47+0,26
0,57+0,14
1,3240,23
1,2040,18
2,72+0,46
4,79:0,80
0,24+0,02
0,75¢0,14
2,70%0,24%

5,06£0,24x
1,09%0,10
4,3420,42%
2,95+0,18
0,86+0,18¥%
1,0120,17
1,280, 11
5,09+0,16%
5,76+0,64
0,34+0,03
0,81%0,10
4,56+0,12%

5,18+0,27%
1,1740,13
4,4440,25%
3,20%0,45
0,8640,04%
0,9040,15
1,2640,05
4,49+0,12%
5,450, 11
0,31%0,01
0,8240,05
4,5540,19%

-Los valores corresponden a la media de cinco experimentos individuales % error

standard

-Diferencias significa

s P ¢0O,01

En la figura IV.1

normoxia y en l1o0s distintos tiempos de isquemia.

¥ P < 0,05

Fig. IV.1 A-D (Pgs 95-96):

aguellos

artefactada por az

modificaciones sigm'fr‘catr‘vu.

A- Espectro en extract
petabolitos que han modificado Sus niveles

gcares de los filtros omp leados.

8- Espectro de rindn con 2 minutos

C' Id‘.l

p- Idem, con 60 minutos ode

-

L

94

y vienen expresados en umol/gr de tejido humedo.

‘rupecto a los niveles norméxicos:

con 45 minutos de isquemia.
isquemia.

(A-D) se representan 10s espectros en

o de rinén de rata norméxica. Se senalan
de modo significativo. “X"

Area

de isquemia. 88 seralan las
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-Lo i

$ valores determinados mediante "
tampodn fosfato evolucionaron del
respecto a los niveles en normoxia:

RMN en extractos
s guiente modo con

en

-A los 2'de isquemia:
xIncrementan su valor:
Gly ---> 68% (P<0,05)
Lactato ---> 37% (P<0,05)

-A los 45’de isquemia:
xIncrementan su valor:
Glu ---> 63% (P<0,01)
Gly ---> 82% (P<0,01)
Ino ---> 130% (P<0,01)
Lactato ---> 131% (P<0,01)

-A los 60'de isquemia:
xIncrementan su valor:
Glu ---> 67% (P<0,01)
Gly ---> 86% (P<0,01)
Ino ---> 103% (P<0,01)
Lactato ---> 130% (P<0,01)

La evolucién entre 1os distintos tiempos de isquemia

fue, asimismo, la siguiente (Grafica IV.2):

a) La Gly y el lactato incrementan sus valores a los dos

minutos y mantiznen este ascenso a 108 45' y 60°.

b) E1 Glu y la colina incrementan a los 45' y mantiene

los valores a los 60’ .

¢c) El Inositol incrementa sus valores a 1o0s 45’ y tiende
pero con niveles significativamente

al descenso a los 60,

superiores a los niveles norméxicos.
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GLU COLINA INO LACTATO
RMN

BB Serie 1 NORMOXIA Serie 2 ISQUEMIA 2'
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GRAFICA IV.2- METABOLITOS DETERMINADOS MEDIANTE T RMN EN EXTRACTOS EN TAMPON FOSFATO ¥
QUE HAN MODIFICADO SUS VALORES POR EFECTO DE LA ISQUEMIA.

1.3- VALORES DETERMINADOS POR 'Y RMN_EN LOS EXTRACTOS
PERCLORICOS DE TEJIDO RENAL.

Los extractos en 4cido perclérico son un método clédsico

empleado en la determinacién de maltiples metabolitos

incluidos 1los energéticos,
precoz la actividad enzimitica

los elementos bioquimicos

tisulares, por su capacidad de

destruir de un modo eficaz y
evitando 1la degradacion de

acumulados.




En _1a tabla
cuantificados mediante

tejido renal.

IV.3  se recogen 1os

metabolitos
'RMN
en extractos percléricos de

TABLA IV.3- EVOLUCION DE LOS METABOLITOS DETERMINADOS MEDIANTE

1
N RN EN LA ISQUENT
RENAL INDUCIDA POR CLAMPAJE DEL PEDICUY! >

" RENAL (extractos percidricos).

METABOLITOS

NORMOX I A

ISQUEMIA

2 MINUTOS

1-GLUTAMICO
2-ALANINA
3-COLINA
4-GPC
5-BETAINA
6-INOSITOL
7-TAURINA
8-SUCCINATO
9-PIRUVATO
10-CREATINA
11-LACTATO

1,57+0,13
0,75+0,04
0,38%0,11
2,01+0,23
1,26+0,09
3,14+0,16
1,69+0,08
0,40%0,04
0,17%0,02
1,36%0,25
1,51%0,16

45 MINUTOS

60 MINUTOS

2,15%0,20
0,84+0,07
0,4040,03
2,2040,17
1,16%0,13
4,04:0,16%
1,96%0,14
1,01%0,10%
0,16£0,01
1,2540,29
2,05%0,06

3,7840,07x%
0,95+0,16
0,75%0,05%
2,46+0,24
1,5240,18
5,470, 18%
2,26+0,21
1,56%0,11%
0,29+0,01
1,10%0,16
5,38+0,44%

3,15%0,13x
0,94%0,02
0,93+0,08x
2,25%0,18
1,1520,13
4,610, 14x%
1,800, 21
1,43+0,09%
0,23+0,01
1,12+0,04
5,13120,31%

-Los valores corresponden a la media + error standard de cinco datos individuales
(salvo colina,Tau y Cr que corresponden a cuatro) y vienen expresados en umol/gr de tejido

humedo .

-Diferencias significativas con respecto a los niveles norméxicos:

¥P ¢ 0105
Gly no se han cuantificado por estar sobre una linea base muy alterada.

$ P ¢0,01

-La GIn y la

Al contrastar estos resultados c
encontramos
minoacidos, pero niveles superiores en
lo que debe reflejar que la

extractos fosfato,
contenido de algunos a
el contenido de osmolitos,

actividad de diversos enzimas,

os extractos fosfato, a pesar de las pre

detiene en 1 :
inmediato filtrado

de trabajar en camara fria y proceder al

de las muestras.

niveles

on los obtenidos en los
inferiores en el

proteasas entre ellas, no se

cauciones




En la figura IV.2 (A-D) se representan jos espectros de]
r1Aén norméxico Y en distintos tiempos de

1squemia.

Los valores determinados

mediante 'H RMN
extractos percléricos de

tejido rena)

en los
evolucionan del

Siguiente modo con respecto a los niveles norméxicos (Gréafica

SR

-A los 2 minutos de isauemia:
*Incrementan sus valores:
Inositol --=-> 28% (P<0,01)
Succinate --=> 152% (P<0,01)

-A los 45 minutos de isquemia:
xIncrementan sus valores:
Glu ===> 140% (P<¢0.01)
Colina ——-=> 97% (P<0,01)
Inositol =---> 74% (P<0,01)
Succinato ---> 287% (P<0,01)
Lactato ---> 256% (P«<0,01)

-A los 60 minutos de isquemia:
xIncrementan sus valores:
Glu ---> 100% (P<0,01)
Colina ---> 144% (P<0,01)
Inositol ---> 46% (P<0,01)
succinato ---> 2587% (P<0,01)
Lactato ---> 239% (P<0,01)

] = 101-102) : . -
dit o (Pgs»l Espectro 'y RN de extracto percldérico de rindén : rata
. 1 sus niveles sodo
redxica. JSe senalan aguelios petabolitos que han incresentado
NO X T -
i ‘ i i alan las
o tlimmaion 7 2 ainutos de isquUeRIA. Se B
B- Espectro a los
modifi iones signhificativas. : —
e i C- Idem, a Tos 45 minutos de isquemia.
d- Idem, a los 60 ainutos de isSquUeR1Aa.
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GRAFICA IV.3- METABOLITOS DETERMINADOS MEDIANTE Ty RMN EN EXTRACTOS PERCLORICOS DE
TEJIDO RENAL Y QUE HAN MODIFICADO SUS VALORES POR EFECTO DE LA ISQUEMIA.

La evolucién entre los distintos tiempos de isquemia es

la siguiente (Gré&fica IV. 3):

a) E1 Glu alcanza su nivel maximo a 1os 45' y tiende a

descender a 10s 60°'(P<0,05).

alcanzan unos

b) La colina, el succinato y el lactato
os y estadisticamente similares a 108 45'-60".

niveles maxim




c) El 1nositol alcanza su nivel méaximo a los 45’ y

tiende a descender a los 60’ (P<0,05).

Fue i1nteresante observar el incremento progresivo con la
1squemia de la relacién lactato/piruvato (Tabla IV.4). Esta

relacién ha sido utilizada en estudios previos como indicador

fiable de la adecuada oxigenacién del rifién (Hems y Brosnan
1970). Expresa el estado de oxidoreduccién intracelular,
siendo 1inversamente proporcional al cociente NAD'/NADH
(Lemieux y cols 1980), cuyo descenso en Jla isquemia se
provoca no soélo por Jia deprivacion de O,, sino por la
oxidacién de los subproductos de las membranas celulares,
fundamentalmente A4cidos grasos, cuyo incremento en Jla
isquemia se ha demostrado de un modo fehaciente (Humes y cols
1989).

TABLA IV.4- Evolucidon oe Ja relacidn Lactato/piruvato durante la isquemia.

Diferencias significativas con respecto a 1os niveles norméxicos: ¥: P ¢ 0,01 ¥: P ¢ 0,05,

NORMOXIA IS8Q-2 min 1SQ-45 min ISQ-60 min
EXTRACTOS-FOsFATO: 6,89%0,68 11,26*0,4% 13,06%0,6% 16,71%1,8%
+0,64 12,4220,9 22,20%2,1%

EXTRACTOS-PERCLOR. : 8,71

La evolucion de la relacioén lactato/piruvato fue una

e en ambos métodos de extraccion (Gréafica

j ascendent
progresion o

Iv. 4), aunque los valores encontracos a 108 45 y 60 min

no fueron diferentes | .
r una estabjlizacion en dicho incremento.

desde el punto de vista estadistico, 1o

que puede significa
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Relaclén Lactato / Piruvats
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Extir. Fosfato Extr. Perclorico
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GRAFICA IV.d4- REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA EVOLUCION rON LA ISQUEMIA DEL

COCIENTE LACTATO / PIRUVATO CON LOS DOS METODOS DE EXTRACCION UTILIZADOS.

2.-VALORACION DE LOS METABOLITOS RENALES TRAS LA HIPOXIA
Y LA ACIDOSIS iINDUCIDA MEDIANTE 7’DE ASFIXIA.

Como el contenidc en proteinas de los extractos de rinon

14+0,05 mgr/cc) fue significativamente distinto

norméxico (1,
cidético

al contenido de pro
(0,78+0,04 mgr/cc) hemos considerado adecuado

valores obtenidos tanto por gramo de tejido como por

teinas de 10s extractos en rifnén a
ofrecer 10s

105




contenido de proteinas (Tabla 1V,

-+ ESLe he
descrito e

también en ratas deshidratadas que han perdido pe
corporal (Gullans y cols ot

determinar

1988). Nosotros no hemos podido
. la causa exacta de este hallazgo o su posible
relacién con el stress al que ha sido sometida la rata.

2.1- VALORES DETERMINADOS MEDIANTE HPLC.

TABLA IV. 5- VALORES DE LOS AMINOACIDOS DETERMINADOS POR HPLC EN RATAS NORMOXICAS
E HIPOXICAS (ACIDOSIS).

umol/gr de tej. humedo
NORMOXIA _ACIDOSIS

nmol/mgr de proteina
NORMOXIA ACIDOSIS

METABOLITOS

1-ASP  (10)
2=GLU )
3-ASN (10)
4-SER (10)
5-GLN (10)
6-ARG (10)
7-ALA (10)
8-TIR (&)
9=TRP ()
10-MET ()
11-VAL (9)
12-PHE (0)
13-ILE 0o
14-LEU (10)
15-LIS (o

1,9140,17
3,8440,32
2,00$0,21
1,8740,16
1,49+0,13
1,15%0,20
2,31$0,38
0,37+0,09
0,1240,02
0,290, 14
0,49+0,18
1,0940, 32
0,50%0,14
1,46%0,20
0,69+0,16

0,57+0,208#
2,74+0,25¥%
2,18%0,30
2,52+0,42
0,66+0,08%
0,99+0,12
2,85+0,43
1,100,252
0,42+0,14
0,43%0,09
0,41%0,21
0,39t0,06¥%
0,75%0,32
0,56+0,19%
1,080, 34

16714
33628
17518
164%14
13011
10017
202#*33
32+07
10201
25%12
42%15
95+28
43%12
129%17
6014

73:25%
351132
279%38¥
323+53¥

84+10%

26%15
28855
141+32%

53+17¥

5511

52+26

50207

96+41

71224

1368143

EE———————

-Los valores corrasponden a la media de (n) datos individuales 4error standard

de la media.

icos:
-Diferencias significativas con respecto a 108 valores norméxi

# P < 0,001 ¢ P ¢ 0,01 aP 0,02 ¥P 0,05.




Las concentraciones de los aminodcidos en la acidosis
inducida, determinadas mediante HPLC,

se modificaron del
g€iguiente modo:

a) cuando expresamos los valores en umol / gr de tejido
humedo se produjo un descenso significativo de Asp (P<0,001),
Glu (P<0,05), GIn (P<0.001) , Phe (P<0,05) y Leu (P<0,01),
asi como un incremento de Tir (P<0,02) (Gr&fica IV. 5 A).

b) Cuando expresamos los valores en nmol / mgr de
proteina s6lo fue significativo el descenso de Asp (P<0,01)
y Gln (P<0,01) y 1los incrementos de ASN (P<0,05), Ser
(P<0,01), Tir (P<0,001), Trp (P<0,05) (Grafica IV. 5 B).

umol / gr de tejido
4

1P

Aspartato Glutamato Glutamina

HPLC

Tirosina Fenllalanina Leucina

B Serle 1 NORMOXIA Serle 2 HIPOXIA

SUS NIVELES
5 A, METABOLITOS DETERMINADOS POR HPLC Y QUE HAN MODIFICADOS

IvV- 5 : .
g LA ACIDOSIS (umol/9r de tejido humedo)

POR EFECTO DE LA HIPOXIA Y
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GRAFICA IV- 5 B. AMINOACIDOS DETERMINADOS MEDIANTE HPLC ¥ QUE HAN MODIFICADO SUS
NIVELES POR EFECTO DE LA MIPOXIA Y LA ACIDOSIS (nmol/mgr proteina).

2.2 VALORES DETERMINADOS MEDIANTE 'H RMN (Extractos en

tampon TcC

mediante
fia parte

Cuando estudiamos estas muestras
a de protones pudimos comparar una peque
los estudiados en HPLC, asi como,
r un comportamiento
pediculo renal

espectroscopi
de 1los aminodcidos con
los demas metabolitos observa

junto a
jsquemia por clampaje del

distinto al de la
(Tabla IV. 6).




TABLA IV. 8- METABOLITOS DETERMINADOS NEDIANTE

1
H RMN EN NORMOXIA E HIPOXIA

(ACIDOSIS) (extractos en tampdn fosfato).

Mmol/gr de tej. humedo

umol/mgr de proteina

METABOLITOS

1-GLUTAMICO
2-GLUTAMINA
3-GLICINA
4-ALANINA
5-COLINA
6-GPC
7-BETAINA
8-INOSITOL
8-TAURINA
9-PIRUVATO
10-CREATINA
11-LACTATO
12-LACT/PIR

___NORMOXIA

3,10£0,15
1,4040,07
2,3840,18
2,30%0,20
0,27+0,08
1,14%0,17
0,7940,07
2,21$0,16
3,6240,37
0,2940,12
0,7540,04
1,9720,16
6,89+0,68

_ACIDOSIS

NORMOXIA

ACIDOSIS

2,00#0,39¥
0,81+0,23¥%
2,04+0,55
1,81%0,44
0,41£0,26
0,46+0, 132
0,62+0,17
1,200,262
2,51%0,68
0,13:0,02
0,72%0,23
1,50%0,44
11,521,178

271%13
122106
208%*15
201%17
23%07
100+14
74$06
193%14
317+32
25*10
6503
172%14

256+50
103#29
261%70
232156
52#33
58:16
79%21
153£33
321287
16202
92229
192456

-Los valores corresponden a 1a mecia ¥ error standard de cinco exper imentos

individuales.
-Diferencias significativas con respectc a los valores NOrméxicos:

$ P ¢ 0,00 + P ¢ 0,01 a P 0,02 ¥ P ¢ 0,05.

En la figura V. 3 se representa un espectro

protones en rifnén de rata acidoética.




o
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FIG. IV.3- ESPECTRO 'H RMN DE EXTRACTO RENAL EN RATA HIPOXICA (ACIDOSIS). Se seralan
los metabolitos que han modificado sus rniveles de un modo significativo. X- Area artefactada

por los azucares de los filtros empleados.

Las modificaciones inducidas por la hipoxia y 1la
acidosis en los niveles de metabolitos determinados mediante

'H RMN fueron, por otra parte,las siguientes:

-Cuando expresamos lcs valores en umol / gr de tejido se
produjo un descenso significativo de los niveles de Glu
(P<0,05), GIn (P<0,05), GPC (P<0,02) e Inositol (P<0,02)

(Grafica IV. 6).

traciones en nmol / mgr de
cias significativas en los
'H RMN para las situaciones

-Cuando expresamos las concen
proteina no se encontraron diferen
metabolitos determinados mediante

norméxica ¥y acidotica.




- umol / gr de tejido

3.4

Glutamato Glutamina GPC Inositol

RMN

B Serie 1 NORMOXIA Serle 2 HIPOXIA

GRAFICA IV. 6- METABOLITOS DETERMINADOS MEDIANTE "H RMN Y QUE HAN MODIFICADO SUS
VALORES POR EFECTO DE LA HIPOXIA Y LA ACIDOSIS (umol/gr de tejido humedo).

3- CONCENTRACION DE AMINOACIDOS EN SANGRE Y RINON DE
RATAS NORMOXICA E HIPOXICAS (ACIDOSIS).

La acidosis inducida mediante asfixia de ratas
previamente anestesiadas con Ketamina intraperitoneal es de

tipo respiratorio, con un componente de acidosis metabdlica,

probablemente debido a los efectos de la anestesia, Yya que

las ratas consideradas norméxicas presentaban un descenso de

la reserva alcalina. Las medias % desviacion standard de los

datos gasométricos de las ratas norméxicas Y acidoéticas

fueron, respectivamente, las siguientes:
NORMOXIA HIPOXIA+ACIDOSIS
-p0,: g2¢ 2,713 -p0,: 47,75 8,40
-pH: 7,38 t 0,005 -pH: 7,05 ¢ 0,02
-pCO,: a5,32 % 2,34 -pCO,: 57,8 + 4,217
~CO,H™: 18,06 * 0,58 ~COH": 16,28 t 0,94




Los valores de ] ' ' '
OS aminoacidos determinados en plasma y

rindn de ratas norméxica ‘ '
$ y acidoticas vienen recogido
tabla Iv. 7: : i

TABLA IV. 7- AMINOACIDOS DETERMINADOS MEDIANTE HPLC EN PLASMA Y RIRON [E RATAS

NORMOXICAS £ WIPOXICAS (ACIDOSIS). (extractos en tampon fosfato) (E1 cociente rinén/plasma

Se obtiene dividiendo @] contenido de un determinado aminodcido en rindn por su contenido

#n sangre)

RINON COC_RINON/PLASMA
_NORM. ACID. _NORM, ACID,

263.6 76,0 74,8 18,0
512,0 365,3 94,8 5i,4

266,0 290,6 49,2 28,4

260,3 1336,0 11,0 8,7

198,6 88,1 5,4 2,7

163,3 132,0 9,5 4,9

308,0 300,0 8,8 4,3

49,3 146,6 5,4 13,1

3,4 16,0 56,0 2,8 16,4
9 38,6 57,3 9,1 8,3
11,3 66,3 54,6 6,5 4,8
145,83 52,0 10,4 5,1

1.7 7,6 1060,0 9,0 12,9
7,9 194,6 74,6 14,8 3,4
92,0 144,0 3,8 6,1

—
——

media de diez experiencias individuales * error

tado IV.1) y vienen expresados on umo1/100
alor de 0,75 cc de agua
expresadas

-Los valores sanguineos son ia
standard de la media (Para n en rinén ver apar ; sizoh
cc. Para hallar la concentracion en tejido renal heaos asignado u

i if ienen
gramo de tejido (Hems y Brosnas 1970). Las concentraciones en rinén vie
por

en umo1/100 cc




E1 cociente rindn/plasma puede indicar la naturaleza de
las mcdificaciones en a4 concentracién de
metabolitos,

determinados
Que pueden ser producidas por su metabolismo
intrarrenal o por los intercambios con el plasma sanguineo.

No ha entrado en nuestros objetivos el comprobar la
captacion-excreciér ‘enal exacta de 1os diversos aminoacidos,
s1n0 demostrar que la persistencia de flujo puede modificar
1os niveles metaudlicos tisulares, condicionando los efectos
de la deprivacién de oxigeno.




V— DISCUSION.




1.- GENERALIDADES.

E1l funcionalismo celular de los seres vivos esta

directamente ligado a

fenbmenos bioquimicos Dbé&sicos.
Cualquier método que proporcione, por ello,

informacién util
y / o tisular de un érgano
determinacc rncsee en términos de comprensién y evaluacion de

scbre la biloquimica celular

funciones, a menudo vitales, considerable 1mportancia
(Nunnally 19886).

La RMN se ha i1ntroducido, recientemente, en el campo de
la medicira clinica (Hendee 1988). Su utilizaci6n momentanea
se encuentra circunscrita a la obtencion de imagenes
tomograficas pero, comoquiera que la IRM y otros meétodos
diagnésticos basados en e] andlisis de imagenes poseen escaso
valor en el estudio de la funcion tisular (regional o global,
segun los casos) y la ERM, fundamentalmente el método de
medida de fosfatos de elevada energia mediante 3'P RMN, se ha
revelado eficaz en 1a deteccién de cambios bioquimicos
elementales asociados con ciertas situaciones de deterioro
funcional, he aguil porqué la EFRM puede constituir un
instrumento de relevante interés para el conocimiento de la

enfermedad (Matwiyoff y Wicks 1986).

La utilidad diagnéstica de la espectroscopia proténica

estd aun por demostrar. Nosotros hemos iniciado el estudio de

los fenbmenos pbioquimi1cos bas1c0S resultantes de 1a jsquemia

) tejido renal.
mediante 'H RMN realizada sobre extractos de te)

en efecto, importante realizar un anadlisis

Nos ha parecido,
los fenémenos inducidos por la

bioquimico detallado de

ja 1Ni1C1 ara
isquemia como paso previo O punto de referencla inicial p

1a comprension de futuros experimentos 11 vivo.




Aunque con ¥
P RMN ya se han realizado estudios con

Weiner 1988), con 'H
limitada. Los escasos

organos completos (Bogusky y cols 1986

RMN la experiencia es mucho mas

tr '
abajos publicados se han realizado sobre cerebro

Inicialmente se trabajé con extractos tisulares(Cerdan y cols

1985) Yy células intactas(Navon y cols 1983)

. para
posteriormente, '

continuar con animales vivos(Behar y cols
1983) e incluso humanos(Bottomley y cols 1984p), utilizando
en ocasiones técnicas de 1localizacién espacial para la

detecci6n de trastornos metabdélicos localizados en la

sustancia gris o blanca(Narayama y cols 1989).

Desde hace muchos afos se vienen utilizando, por otra
parte, los extractos percldricos para la medicion de 1los
metabolitos tisulares mediante ensayos enzimaticos Yy
guimicos. Nosotros hemos intentado una aproximacién
fisiolégica al conocimiento de la bioquimica renal
contrastando el método cldsico del extracto perclérico con la
extracciédn tisular en una solucién tampon a pH 7,4. Las
variaciones inducidas por la isquemia han resultado ser
mayoritariamente coincidentes en ambos métodos, especialmente
en lo que se refiere a la deteccién de aquellos metabolitos
que, en nuestra opinién, pueden tener mayor re]gvancia
clinica. La extraccidén en solucién tampén nos ha permitido
ademas el estudio, mediante RMN, de muestras tisulares
complejas, no filtradas o no centrifugadas. Ha sido posible,
de esta manera, determinar qué tipo de metabolitos quedan

detectados con la mayor fiabilidad.

el estudio gradual
no filtradas o no

Este segundo método nos ha permitido

mediante RMN de muestras mas complejas,

centrifugadas, para comprobar qué metabolitos eran resueltos

con claridad.




2-ASIGNACION DE RESONANCIAS.

o i ) P
S|011t~5 renales (G C, Beta]”a, 1“051t0]), al Diluvato al
'

SuccIn: iCi
ccinato, la taurina, la glicina y la colina se ha realizado

en '
coincidenctra con los datos existentes en la literatura

(Balaban y Burg 1987; Endre y Kuchel 1985:

Gullans cols
1988). '

Nuestros espectros han demostrado poseer, sin embargo,

- . . i
ayor resoiucion y picos mejor definidos (junto con el

hallazgo de otros nuevos) que los publicados hasta ahora.

Los desplazamientos Qquimicos de 1los aminodcidos
encontradoc en tej)ido renal isquémico han coincidido
badsi1camente con los valores de resonancia previamente
referidos para ellos en otros édrganos, principalmente cerebro
(Cerdéan y cols 1985), Higado (Cerdadn y cols 1988), intestino
(Quirk y cols 1983), y células tumorales (Evanochko y cols
1984p). Como no teniamos valores de referencia previos en
tejido renal, salvo para glicina, hemos optado, en nuestro
estudio, por su confirmaciéon mediante el anadlisis de
soluciones modelo que contenian 1os distintos amino&cidos en

variables grados de concentracién.

3-CUANTIFICACION DE LOS ESPECTROS POR RMN.

Gullans y cols (1988) han cuantificado diversos
metabolitos en espectros 'y RMN de extractos percléricos de

Nuestros resultados coinciden con los suyos en
e creatina encontrados se

tejido renal.
lo que a los valores de inositol y d
Los niveles de Betaina han resuelto ser, en cambio,

refiere. .
2.8t0.6). Otros autores han obtenido

inferiores (1.4+0.07 vs. ;
resultados equivalentes (Cohen 1986; Endre y Kuchel 1985,
Los valores de GPC han resultado ser,

Yancey y cols 1982 ).
los reportados por Gullans Yy

igualmente, muy inferiores a




cols (1988) (2,01%0.23 vs. 6.4%0.4)

circunstancia que puede

ser )
debida a diversos factores: la distinta concentracién de

hacer el extracto, la mayor
resolucién de nuestros espectros

perclérico empleada para

(que evita contribuci
; ones
andmalas de sefales adyacentes) y la diferente dieta de las

r 08 1
atas, entre otros. En cambio, son similares a los

cuantificados por otros autores mediante ¥'P RMN (Wolff y cols
1988).

En cuanto al contenido de aminoadcidos, sélo hemos
encontrado referencias en la literatura con respecto al Asp,
Glu, GIn, Ala, Ser, Gly (Bogusky y cols 1983, Hems y Brosnan
1970, Pitts y cols 13970, vargas 1978). Los niveles reportados
son similares a los encontrados en nuestros dos métodos de
extraccién, salvo el glutamato, cuyo valor ha sido bajo en
nuestros extractos percloricos.

Aunque nosotros no 1o hemos intentado en este trabajo,
seria interesante para futuras investigaciones averiguar la
contribucidn espectral individual de distintos metabolitos:
carnitina, colina, PC, GPC, sorbitol, inositol etc., asi como
cenocer su distribucion en el espesor del tejido renal
(cértex, médula externa, médula interna, papila) o en 1los
distintos compartimentos celulares (mitocondria, citosol,
reticulo endoplésmico). En esta labor de investigacion basica

7 3 £ g 3
puede ser potencialmente util la espectroscopla de “C.

4-EFECTOS DE LA ISQUEMIA EN EL CONTENIDO METABOLICO

RENAL (Fig. V.1).

Las células renales necesitan grandes cantidades de

energia para mantener la homeostasis de los fluidos
balance de electrolitos. E1 dador

ales, asi como el
corpora 4lisis a ADP

principal de energia es el ATP, mediante su hidr




Pi. i
y 1. SUu sintesis se produce acoplada a

la oxidacji
diferentes sustratos re acidn de

spiratorios (Hinkle Y Mc Carty 1978:

wWirth
ensohn y Guder 1986). La adecuada utilizacién de los

sustr j
atos para e] metabolismo rena) exige un aporte adecuado
de oxigeno que actua como aceptor

final en 1a
cadena
tran '
Sportadora de electrones mitocondrial con la concomitante

formaci6n de ATP en e] proceso de la fosforilacién oxidativa.

Aungue la respiracién mitocondrial esté regulada por una
gran variedad de mecanismos, en muchos casos asociados a
cambios hormonales, cuando la concentracién de 0, disminuye
por debajo de valores criticos se produce una inhibicién de
la respiracién (Brand vy Murphy 1987), debido a que 1la
actividad citocromo C oxidasa resulta limitada por la baja
disponibilidad de O, (Hummerich y cols 1988). Por este
motivo, durante la isquemia, la demanda de energia excede la
capacidad de produccién de ATP, por 10 que este es convertido
en ADP, AMP y Adenosina con la liberacién de Pi (Waarde y
cols 1989).

Los enzimas fosfofructoguinasa y piruvatoe Qquinasa,
principales responsables del control de la glucolisis, se
activan fuertemente en respuesta a la disminucién de la carga
energética, con 1o que este proceso resulta acelerado con el

consecuente incremento en la produccion de lactato (Hems ¥
Brosnan 1970).

En nuestro trabajo, se demuestra un incremento con la

relacién lactato/piruvato (Tabla IvV. 4)
se

isquemia de Jla
indicativo de una progresiva reduccion citoplasmatica, que

acompafia también de un acumulo de H* con disminucién del pH

(Bergstron y cols 1981). La concentracién creciente de

lactato es expresio

pero conforme se prolonga la anoxia,
(Hand y Somero

n del flujo de la glucosa a través de la

1S la caida de
gluceolisis,

pH inhibe dicha gluco
1982). paraddjicamente, esta inhibic

lisis a nivel de la PFK
ién no provoca de entrada




una disminucion del lactato,

sino que, glaC'iaS al acu |
: muilo
proton.l co,

su concentracion se eleva por accién de la LDH

sobre el piruvato (Somero 1980). La significativa reduccién

citoplasmatica de 1a relacién NAD' / NADH es evidente por el

incremento de la relacién lactato / piruvato (Lemieux y cols
1980).

Una consecuencia 1mportante de Jla
elevacién del cCa** en el citosol,

isquemia es la
como consecuencia de la
depolarizacién de la membrana plasmidtica y de la salida del

16N del sistema reticuloendotelial. La consiguiente
activacién de las fosfolipasas induce una rotura lipidica con
acumulo de subproductos que juegan un papel importante en el
insulto isquémico (Humes y cols 1889).

La elevacion del contenido de acidos grasos, asi como de
los correspondientes Acil- CoA es, por otra parte,
consecuencia de que la oxidacién de estos compuestos en
condiciones 1squémicas se vea r4pidamente inhibida, debido a
la necesidad de utilizar el sistema de nucledtidos
difosfopiridinicos, 1o Qque resultaria en una disminucién de
la disponibilidad de NAD*.

Los Acidos grasos, ademas, 1impiden a su VveZ el
metabolisme oxidativo del lactatc en 1los tubulos renales
(Wiedemann Yy Krebs 1969) por inhibicién del enzima piruvato
deshidrogenasa, que en condiciones no isquémicas, permitiria
1a oxidacion del lactato (Guder Y wieland 1972; Baverel Yy

cols 1980).

Las mitocondrias pueden actuar como amortiguadores del

induciendo un

ca't citosoélico (Mc Cormack Y cols 1990), .
la membrana interna, AQque

incremento en la permeab111dad de . @
puede llegar a producir la apretura de un poro proteico o}

e la
permite el paso de moléculas de hasta 2.000 Da a través d

5 7).
membrana (A1- Nasser Yy crompton 1986; Crompton Yy cols 1987)

120




La apertu
p ra de este pcro puede tener consecuencias severas y

puede s '
er responsable de la necrosis celular en condiciones
de isquemia- reperfusién Yy / o stress oxidativo.

El incremento de
mitocondrial
CaQQ

la permeabilidad de la membrana
interna como consecuencia de la elevacién de
es potenciado fuertemente por la presencia de Acidos
grasos o de sus ésteres (Mittnacht y Farber 1981), por lo que
en condiciones isquémicas caben esperarse
alteraciones de la funcién mitocondrial.

graves

En nuestras condiciones experimentales, la elevacién de
los niveles de glutamato y succinato, a' igual que la
disminucién en el tejido renal de los intermediarios de la
gluconeogénesis (Hems y Brosnan 1970), pueden explicarse
dentro de este contexto.

Respecto a la gluconeogénesis, la elevada relacién
NADH/NAD* citos6lica, se traduce en un aumento de la relacion
malatc / oxalacetato. La menor concentracién de oxalacetato
en este compartimento puede dificultar la utilizacién del
esjueleto carbonado de la glutamina tanto para la
gluconeogénesis como para su oxidacién (Bowman 1966, Hanson

y Garber 1972).

Ademas, la elevaci6n de los acidos grasos,
principalmente e] 4cido oleico, Jjunto al lactato, inhiben el
metabolismo tubular de la glutamina disminuyendo la formacion
de amonio y glucosa a partir de este aminodcido (Guder Y

wirthensohn 1979). Bajo estas circunstancias, la disminucidn

A ' ]
de la produccion de amonio por el rifén puede explicar e!

demostrado in vitro (vinay Y cols

acumulo de Glutamato, .
ro en perros (Lemieux

1976). Este efecto, que se observé prime ‘
y cols 1979), también es inducido por 10s cuerpos cetonicos,

i e
c se ha demostrado que estos se incrementen durant

aungue n
la isquemia (Lemieux Y cols 1980).




Otro factor que produce 1nhibicién de la glutaminasa es
acumulo de glutamato en el
(Goldstein 1967),

el '
compartimento mitocondrial

pero se ha demostrado que la amoniogénesis
se ve disminuida también por la inhibicidn de o*
El suministro de glutamato
produccion de amonio,

ras etapas.
como sustrato disminuye la
1o que sugiere que el lugar primario de
inhibici16n es la conversién de glutamato a a-cetoglutarato

(Preuss y cols 1978). Aunque existe una ligera disminucién en

la concentracién de Giutamina, no parece ser ésta la

principal fuente del incremento del Glutamato. Su discreta
disminucidn probablemente expresa que el efecto inhibitorio
de los subproductos acumulados sobre la desaminacién de 1=
glutamina, es mucho menor que sobre la desaminacién del
glutamato (Tannen y Kunin 1982). También, en menor grado, se
inhibe la glutamato transaminasa disminuyendo la sintesis de
aspartato o alanina a pesar de las elevadas concentraciones
de glutamato (Lemieux y cols 1979).

E1l descenso del tripéptido glutatién, depurador natural
de radicales libres, esta bien documentado durante la
isquemia (Scadutto y cols 1988). La hidrélisis completa del
tripeptido produce glutamato, cisteina y glicina (Endre Yy
Kuchel 1985). Al menos en parte, los incrementos en glutamato
y glicina se pueden atribuir al metabolismo del glutation.
Aungque en nuestro trabajo no hemos determinado las
modificaciones en la concentracién de cisteina, si que hemos
detectado, en los extractos en tampdn fosfato que, aUﬁque no
significativamente (P<0,10), 108 niveles de Taurina se

i ' la
encuentran incrementados. Esto podria ser consecuencia de

degradacion de la cisteina procedente del glutation.

908 BIOQUINICOS QUE

FIG V.1 (Pag. 123)- REPRESENTACION ESQUENATICA DE LOS m;:::—s-rasnm; e

ACONTECEN EN LA ISQUENIA. G-8-FP: GLUCOSA-8-FOSFATO; F-6-P: F e e

FRUCTOSA-1,6- BIFOSFATO; G-3-P: GLICERALDENIDO-3-FOSFATO; u::r;n:m-mnm: EF,WCBFOIMBITOI.
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E1 efecto protector del glutatidn en la isquemia reside

predominantemente en su capacidad de servir como fuente de
glicina (Weinberg v cols 1989).

La glicina actua como
1squémicc contrarrestando los

procencs que aceleran la deplecidén del ATP (Weinberg y cols
1880).

protector en e] insulto

La serina, que también se encuentra incrementada en los
extractos de tejide renal i1sguémico, puede provenir de la
glicina, vya gue este aminoacido es el mayor precursor para la
sintesis de serina en el riAén (Pitts y cols 1970). La
reaccién estd catalizada por la serina transhidroximetilasa,
una reaccién reversible, aunque la conversién de serina a
glicina es menos de la mitad que el paso de glicina a serina.

Otras posibles fuentes de glicina y serina son:

a) E1 3-Fosfoglicerato formado por la reduccion de la
dihidroxiacetonafosfato procedente de la glucolisis.

b) La fosfoserina formada por la reaccién de las

distintas fosfolipasas con la fosfatidilserina.

el papel de 1a serina en la jsquemia
investigaciones

En cualquier caso,
y su exacta procedencia requiere futuras

(Cohen y Kaunin 1981).




Respectoc a la elevacién de succinato durante la 1squemia,

podemos pensar que la inhibicién causada sobre 1la a-KG

deshidrogenasa sea menor que sobre la succinato

deshidrogenasa. E1 a-KG podria,

en parte, proseguir su

Este ultimo flujo se
halla favorecido por el pH bajo (Tannen y Kunin 1981) y por

la elevada concentracién de Ca** intramitocondrial que activa

oxi1dacién en el CAT hasta succinato.

la a-KG deshidrogenasa, dism'nuyendo la Km para el a-KG
(Rutter y Denton 1388). Probablemente, la gran cantidad de
sustrato procedente de los 4cidos grasos, unido a que ia
citrato sintasa es muy activa en ausencia de ATP, posibiliten
las primeras reacciones del CAT hasta 1legar al succinato
donde ya existe wun paso dificilmente frangueable en
condiciones 1squémicas: el enzima succinato deshidrogenasa
que cataliza el paso de succinato a fumarato. Este enzima se
localiza en la membranra mitocondrial directamente ligado a la
cadena transportadora de electrones y por tanto esta

fuertemente 1nhibido en ausencia de oxigeno (Devlin 1986).

A los 60’de isquemia, los metabolitos acumulados
(lactato, Glu, Ser, Gly, succinato) tienden a estabilizarse
o a descender con respecto a los 45'de isquemia. Esto puede
ser reflejo de que 1. maquinaria metabdlica emp1eza a
agotarse en ausencia de sustrato, O bien ser refleJ? de la
caida en la actividad glucolitica provocada por un acumulo de

NADH, H' y lactato (Neely y Feuvray 1981).




S-EFECTCS DE LA HIFOXIA PRODUCIDA POR ASFIYIA EN EL
CONTENIDO METABOLICO RENAL (Fig. v.2).

LOs experimentos en los Qque se produjo una situacidn de
asfixia sobre Jjas ratas, pretenden demostrar diferencias en

la naturaleza y concentracién de los retabolitos presentes en

el tejido renal respecto A los observados en circunstancias

de deprivacion del flujo sanguineo. La presencia o inhibicién
de una determinada ruta metabdlica en condiciones hipéxicas
dependiendo de la magnitud del flujo sanguineoc ha sido
confirmada previamente en otros ¢rganos, tales como el
corazén (Neely y Feuvray 1981).

Nuestros resultados no son comparables con los modelos
de hipoxia pura en los que se produce una deplecion de ATP,
pero no acidosis tisular (Ratcliffe y cols 1988), puesto que
nuestras condiciones experimentales no sélo han inducido en
la rata una hipoxemia sino un cuadro de acidosis mixta
(respiratoria (elevacién de CO,) ¥ metabélica (disminucion
de la reserva alcalina)) que pueden condicionar 10s

hallazgos.

La acidosis metabélica en la rata produce un aumento de
la formacién de amoniaco Y glucosa por el rifién (Tannen
1978). La gluconeogénesis se induce por el incremento de la

PEPCK que transforma el OAA en fosfoenolpiruvato, pudiendo

pasar a glucosa © reentrar en el ciclo de Krebs para su

legradacién en CO, y H0 (Bennc t y Alleyne 1976). La

amoniogénesis, en campio, - 1inicia antes de que 1a PEPCK se

incremente de moc'o signifi. "tivo (Lowry Yy Ross 1980).

el efecto desencadenado en primer

ra algunos autores,
£ g del a-

to brusco de pH es la conversion

lugar por el decremen ' .
. 1a activacion del enzima

cet- ~lutarato (a-KG) a euccinato por

! ' ) a-KG
a-KG DH (Zwpp Y Tannen 1983). 1 disminucion agel

cién de
estimula 1la desaminacion del glutamato con produc
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amonio que precede la liberacién de NH; desde el grupo umida

de la glutamina por activacion de la glutaminasa (Krebs vy
Yinay 1978),

Para otros autores, e] primer paso en la regulacién de

la formacién de amonio es un aumento de la desaminacién de ia

glutamina, consec .encia de una disponibilidad de este

aminodcido en los locus especificos de desaminacién

(Welbourne y Bazer 1980).

En cualquier caso, en el perfil metabdlico de 1la
acidosis, existe acuerdo en considerar que el glutamato y el
a-KG disminuyen (Tannen y Sastrasinh 1984). La respuesta de
la glutaiina es inconsistente: se ha comunicado elevacion
descenso o ausencia de c.mbio (Vinay v cols 1982, Boyd Yy
Goldstein 1979, Bennet y Alleyne 1978). De hecho, la
informacién aportada por la medicién 1in vivo ae los niveles
de glutamina puede ser confusa por la presencia en el ri®4on
de rata de gran actividad glutamina sintetasa que puede
formar glutamina en presencia de glutamzto y amonio libre
(Damian y Pitss 1970).

E] aspartato puecde ser origen de amonio a través de la
ruta metabélica del ciclo de los nuclebétidos de purina
(Boguski y cols 1981). E1 aspartato procedente de la
transaminacion del giutamato se convierte en fumarato Yy

1ibera amonio (Tamira y Endon 1988):
Aspartato+GTP+H20 (= ~===> fumarato+GDP+P1+NH3

requiere mayor
ja glutamato

La importuncia de este ciclo
e la reaccion catalizaua por
da en la utilizacion de amoniaco ma. que
1o que puede potenciar la

investigacién, ya Qqu
DH esta muy desplaza

en su formacion (Lowenste n 1972),

‘ 5 ato.
glutamato transaminasa con formacion de aspart
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FIG. V. 2- RUTAS DE LA AMONIAGENESIS RENAL (Adaptado de Tannen y Sastrasinh 1984).0AA:
oxalacetato. akG: a Cetoglutaratc. Ac CoA:! Acetil coenzisa A. PEP: Fosfosnolpiruvato. GABA:
Acido gamsa asinobutirico. GT: gammsa glutamil transferasa. GRA: Glutamina cetodcido
aminotransferasa. PNC: Ciclo de Ilos nuclestidos de purina. PEPCK: Fosfoenolpiruvato

carboxikinasa. PDH: Piruvato deshidrogenasa. PDG: Glutaminasa dependisnte 08 fosfato. GDH:

Glutasato deshidrogenasa. GOT: Glutamato oxalacetato transaminasa.

En nuestro trabajo (TABLA v.1) se ha comprobado una
significativa de Aspartato, Glutamato Y
tres aminodcidos han sido 108 mas
niogénesis en sijtuaciones

disminucién
Glutamina. Estos
estrechamente ligados a la amo

acidéticas.




TABLA V.1- Modifi ] ]
1caciones determinadas mediante 'H RMN

? HPLC eﬁ los niveles tisulares de aminodcidos implicados en
al amoniogénesis mediante acidosis inducida por asfixia
Diferencias significativas: #: P < 0,001 :

&: P < 0,01
& ECDh02 W Ee B

mo)l / gr de tej hmedo neol / mar prot
METABOLITO NORMOXIA ACIDOSIS NORMOXIA  ACIDOSIS
ASP (WPLC) 1,91%¢0,17 0,57%0,20 167+14 73+25
GLU "wmey 3,10%0,15 2,00+0,39 271+13 256+50
GLN 'wmey  1,40%0,07 0,81$0,23 122406 103+29

E1 descenso de glutamato y glutamina puede ser resultado
de la desaminacién por parte de la glutaminasa y de Jla
glutamato DH respectivamente. E1 descenso de Asp resulta
dificil de explicar. Puede ser resultado de varios factores:

-Su metabolizacién a través del ciclo de nucledtidos de

purina con formacién de amoniaco.

-Su transformacién Jjunto al akKG en OAA y glutamato
respectivamente, por accién de la aspartato transaminasa,

aungue su actividad no se incrementa con la acidosis (Nissim

y cols 1986a).
-Su liberacibn a la corriente sanguinea (disminucion del

cociente rifén/plasma en la acidosis).

los extractos tisulares de rifén de ratas
descenso en el contenido de
iAén norméxico,

Como en

acidéticas se produjo un

proteinas con respecto a i0s extractos de




también hemos medido el contenido de aminodcidos por mgr de

proteinas. La dism'nucién de proteinas podria deberse a una

mayor hidratacién del tejido en respuesta a un flujo

l.os descensos en los niveles de

aspartato y glutamina siguen siendo significativos, aunque no
el de glutamato.

sanguineo incrementado.

En cualquier caso, el mayor descenso de aspartato debe
corresponderse con una gran activacién de los enzimas del

ciclo de nucleédtidos de purina durante la acidosis aguda,

mientras que el menor descenso de glutamato y glutamina
indica una menor activacién de la Glutamato DH y de 1la
Glutaminasa Dependiente de Fosfato en nuestras condiciones
experimentales. Posiblemente, con una situaciéon de acidosis
de mayor duracibén, estos aminodcidos tendrian un descenso mas
acentuado.

Nuestro trabajo coincide con la bibliografia consultada
en la no modificaciéon de aminodcidos como la Ala, Gly, Arg,
val, Ile, Lis (Lemieux y cols 1988, Nissim y cols 19860,
Tamura y Endon 1988).

La tirosina incrementa sus valores de un modo paralelo
al decremento de fenilalanina, su anico precursor directo.
Esta sintesis de tirosina no ha sido descrita previamente. Su
relacién con la acidosis o con otros factores asociados a
nuestro disefo experimental no se ha podido determinar, por
lo que puede ser motivo de futuras investigaciones.

jcaciones producidoe en Asn, Trp Y Leu no se
fia consultada, pero

Las modif
han podido confrontar con la bibliogra

i ' r
pueden explicarse en parte por su captacion O expulsion po

el rifdn.

; : de
por ultimo, el incremento de los niveles tisulares

. : 0).
serina ha sido descrito previamente (Pitts ¥ cols 1970)
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6.-EVOLUCION DE LOS
OSMOLITOS
LA ACIDOSIS. RENALES EN LA ISQUEMIA Y

Las cé ‘ i
lulas de diversos organismos, inmersas en elevadas

concent ' ‘
r§c1ones salinas, poseen similares concentraciones de
solutos intracelulares que

(Yancey y cols

igualan la osmolaridad externa
; 19¢<). En una amplia variedad de organismes,
a concentracién de soiuvos organicos, mas que la de los

inorganicos y ’ :
g cos (Na*, K*, C17), se eleva para contrarrestar los

efectos de altas concentraciones salinas externas (Balaban y
Burg 1987).

Estos solutos organicos, osméticamente activos, son los
1lamados “osmolitos” y comprenden tres grupos: polioles,
metilaminas y derivados aminodcidos (Gly, Ala, Pro, Ser...)
(Borowitzka 1985). Los citados osmoli1tos han demostrado no
afectar la funcion de multiples reacciones enzimdticas
(Bowlus y Somero 1979) contrarrestan, en cambio, los
efectos de elevadas concentraciones de urea y de sales

inorgéanicas (Somero 1986).

En condiciones de deshidratacioén se considera que la
concentracion intratisular de los osmolitos renales se
incrementa en diferente intensidad segun el animal o la
especie. E110 sugiere una regulacion compleja (Gullans y cols
1988) en la que se incluye la participacién de la hormona
antidiurética (81ummenfeld Y cols 1989). Con la hidratacion,

l1itos renales disminuyen a nivel celular y se 1iberan
y cols 1989), aunque en

los osmo
al espacio extracelular (Wirthenson

diferente grado Y velocidad segun
6n (Wolff y cols 1988).

la especie, 1c Qué
corrobora su compleja regulaci
n incremento

otros hemos encontrado u

En la jsquemia nos
mientras que la GPC y la

significativo del inositol y colina,

Betaina no modifican sus valores (Tabla vV.2).




TABLA V.2- Evolucion
de Jos osmolitos rena
les y precursores en i
la isquemia rensl

determinados mediante N RMN. Los

valores vienen expresados en umol / gr de tejido himedo.

Diferencias signifi 2
cativas con respecto a 1 i
o8 niveles normdxicos: ¢ P ¢
: 0,01 ¥:P < 0,05

METABOLITO

NORMOXIA

A) EXTRACTOS PERCLORICOS.

ISQUEMIA

2 MINUTOS 45 MINUTOS

60 MINUTOS

1-COLINA
2-GPC

0,380, 11
2,01+0,23

0,40+0,03
2,2040,17

0,75+0,05%
2,46+0,24

0,9310,08%
2,25%0,18

3-BETAINA
4-INOSITOL

1,40£0,07
3,14%0,16

1,16£0,13
4.,04+0,16%

1,52+0,18
5,47%0,18

1"5—*0'13
4,61+0,14%

b) EXTRACTOS EN TAMPON FOSFATO.

ISQUEMIA
45 MINUTOS
0,86*0,18%
1,01£0,17
1,25+0,11
5,09+0,16%

METABOLITO
1-COLINA
2-GPC
3-BETAINA
4-INOSITOL

NORMOXIA
0,27+0,08
1,1420,i7
0,79%0,17
2,21$0,16

2 MINUTOS
0,57%0,14
1,32%0,23
1,20%0,18
2,72+0,46

60 MINUTOS
0,86+0,04x
0,90£0,15
1,26+0,05
4,49%0,12

La médula renal es el principa1'1ugar de sintesis Y
inositol en el hombre (Clements Yy Diethelum
1963). La sintesis local de
ja isquemia, aunque los

catabolismo del
1979)
inositol

y en la rata (Hauser

puede estimularse éen
Este incremento puede provenir del
bolito hidrosoluble proveniente de
1 fosfatidil inositol
inositol trifosfato
ca"

mecanismos no son claros.

inositol trifosfato, meta

la accién de la fosfolipasa C sobre e

bifosfato de la membrana plasmatica. El
actua como segundo mensajero en la 1liberacion del
incrementando el ca** citosélico, que a su vez

sarcoplésmico, .
osfolipasa C (Hokin 1985).

incrementa la actividad de la f
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La glucosa, otro precursor del

; inositol, se deriva por
a ruta glucolitica, por 1o que es improbable que contribuya
a incrementar sus niveles durante la isquemia.

Nuestros hallazgos son compatibles con el incremento de
la concentracién plasmatica y de la eliminacién urinaria de
inositol que se produce en el fallo renal humano, fenémenos
ambos indicativos de un incremento de la relacién sintesis /

catabolismo del inositol, probablemente a nivel renal (Aloia
1973).

Los enzimas que catalizan 1la sintesis de Betaina
requieren NAD', elemento Qque resulta deficitario en
condiciones isquémicas (Wilken y cols 1870). La GPC se
sintetiza localmente en la médula renal por accién de las
fosfolipasas sobre la fosfatidilcolina (Balaban y Burg 1987).
En nuestro trabajo esta sintesis no se ha visto incrementada,
probablemente por una mayor escision de la fosfat1d11ce]1na,
que ha favorecid® el incrementc de colina, un precursor de

osmolitos.

En la acidosis aguda se produjo un decremento
significativo de GPC e inositol, aunqueé esta significacién se
perdi®d al expresar sus valores en nmol/mgr de proteina. EN
nuestras condiciones exper1mentales no ha sido posible

determinar la causa de este descenso.




7.-DIAGNOSTICO DE

ISQUEMIA MEDIANTE RMN A N
IVEL
EXPERIMENTAL Y CLINICO.

POSIBILIDADES DE LA 'H RMN CON

RESPECTO AL RESTO DE LOS NUCLEOS USADOS EN ESPECTROSCOPIA.

7.1- Hallazgos con ¥'P RMN.

La *'P RMN ha demostrado su utilidad a nivel experimental
y clinico en el diagnéstico de los fendmenos
renales. Extractos tisulares (Ross y cols 1986),

isquémicos

rifén de
animal 1in situ (Boguski y cols 1986), rifiones humanos
extirpados para transplante (Chan y cols 1982a), rifones
humanos trasplantados in situ (Oberharnsli y cols 1987) y
rifiones normales in situ (Matson y cols 1987) han sido
estudiados con ¥'P. Los resultacos obtenidos sugieren que
elevadas concentraciones de ATP y bajos niveles de Pi
predicen un buen estado energético y una buena viabilidad,

por ejemplo, del rindn a trasplantar.

Sin embargo, el estudio in situ del rifon humano con *'P

plantea multiples inconvenientes:

i= NO todos o8 fosfatos 1indicadores del estado
energético tisular tienen la concentracion suficiente para
ser medidos con las técnicas actua'es (Stubbs y cols 1984).

2- E1 rindén es un érgano heterogéneo donde la disfuncién
puede depender de un numero de células localizado (Bezis Y
cols 1984) y aunque se han desarrollado técnicas que obtienen

sefales RMN de regiones intrarrenales concretas (Boguski Yy

cols 1986), su resolucién esta limitada por 1a mala relacion

} n
sefial-ruido que proporciona el *P.

o por motivos

3- En situaciones de riesgo vital, .
e en un tiempo

socijoeconémicos, el diagnéstico debe hacers

1imitado (Bottomley 1989).




£S probable, no obstante, que la combinacisén de l1a ¥p

RMN ; )
con otros nucleos mas sensibles o mas abundantes pueda
potenciar la capacidad del

método para la deteccién de la
1squemia,

7.2- Hallazgos con 'H RMN.

Los cambios en el perfil metabdlico renal inducidos en
la 1squemia por clampaje del pediculo renal, que hemos
demostrado con la espectroscopia de protones, hacen posible,
por el contrario, el diagnéstico de isquemia tisular a nivel
experimental mediante este nucleo. En efecto, entre los
metabolitos con modificaciones significativas Yy que se
pueden detectar en el homogenado de riAdén completo se
encuentran: E1 glutamato, el succinato, la glicina, el
inositol y el lactato. De todos ellos, el lactato, marcador
importante de la gilucolisis anaerobia, se halla oscurecido
por la sefal de los protones (CH,), de los 1ipidos. La serina,
otro aminodcido cuyo 1incremento significativo se ha
detectado mediante HPLC, también queda enmascarada, incluso
en los extractos tisulares, por los protones metileno de la

Betaina, GPC y Creatina.

Nuestros resultados coinciden bdsicamente con los
espectros 'H RMN de rifon animal in vivo publicados. Asi
wolff y Balaban (1987a) han detectado la presencia de
sorbitol+inositol, betaina+GPC y lipidos Y Derkowitz y cols
(1988) en un espectro bidimensional de rifAon de conejo, han
identificado GPC, inositol, lactato Yy 1a fosfoetanc'amina,

metabolito 1ipidico cuyo papel en el c6rtex renal es

desconocido (Wwolff y Balaban 1987b).




E1 diagnéstico in vivo de

la 1squemi
) a renal podri
realizarse, por 1o tanto, s

detectando e] incremento de

| :
actato, glutamato, succinato, glicina e inositol La

p : ;
etecci6n del lactato requiere el uso de secuencias de pulsos
que eviten la superposicién con los lipidos (Hardy y Dumoulin

1 .
987), mientras que e] glutamato, succinato, glicina e

1nositol no debe presentar problemas intrinsecos en

su
detecci16n, salvo los derivados de la relacién seRal-ruido

7.3~ Problemas con la espectroscopia in vivo de 'H RMN.

Un problema a solventar, es que los espectros in vivo,
suelen expresarse, al no disponer de standard interno, en
intensidad de los picos o porcentajes con respecto a un
control. Esta situacién es menos problematica con el 3p,
puesto que el incremento en 13-15 veces del Pi va acompafado
de un decremento del ATP y la modificacion relativa de sus
dreas puede ser proporcionalmente valorable (Ratcliffe y cols
~1988). En cambio, en el espectro de protones el incremento
de los osmolitos, del glutamato Yy del lactato no se acompaia
de un decremento significativo en el Area de otro metabolito
cuantificable. Esto supone que para hacer el diagnostico de
isquemia con RMN proténica habria que comparar el espectro
obtenido con el resultante de un 4rea sana, lo cual es
inviable en multiples situaciones (Se han
a la cuantificacién molar de metabolitos

practicamente

iniciado técnicas par
in vivo, utilizando un doble coil de superficie y comparando
del nucleo bajo estudio con la concentracioén de
piro y Chan

la intensidad
protcones del agua (Thulborn y Ackerman 1983, Sha
1987a). Su utilidad se ha verificado en animales con la
un standard interno (el 4acido

adicién exogena de
La determinacion de

met11end1fosfonato) (Shine y ccls 1987). -
la concentracion molar 1in Vivo potenciaria la utilidad

clinica de los hallazgos experimentales).




7.4- 'H RMN iBi 14
y reversibilid i L
lesién. ad o irreversibilidad de 1la

otr '
a cuestidén por resolver consiste en saber si

alteraciones 1isquémicas detectadas mediante W
1ndicativas del grado de Jlesién celular
irreversibilidad.

las
RMN son

Yy / 0O de su

La irreversibilidad parece estar asociada
en ] '

concreto con ¢1 deterioro de la membrana celular gue se
traduce, entre otros hallazgos, en un incremento del Ca++

intracelular (Farber y cols 1981).

Mediante *Na RMN y %Rp RMN (este ultimo de
comportamiento similar al K') se ha comprobado en modelos
experimentales de isquemia renal un incremento del Na'
intracelular y un decremento del Rb* (K*), indicadores de un
fallo en el gradiente 16nico de membrana (A11is y cols 1989).
Estudios con '9F RMN, en combinacién con 5 FBAPTA, wun
indicador fluorado del ca* intracelular, han demostrado
también el incremento de ca** intracelular consecutivo a la
isquemia (Gupta Yy cols 1989). Este 1i1ncremento, que viene
acompafiado de la estimulacién en la actividad de diferentes
fosfolipasas y la consiguiente disminucién en l10s niveles de
fosfolipidos de membrana, se considera hoy, no sélo un
mediador de 1las consecuencias funcionales del insulto
isguémico sino el responsable de 1a lesion celular

irreversible (Farber Y cols 1981) (la regulacion ade la

concentracién idnica (K*, Na*, Ca'’, Mg**) en los fluidos intra

omo criterio de la superv1vencia

y extracelulares se utiliza €
necesaria para el

celular porque su homeostasis es

mantenimiento del volumen celular y de procesos metabdé1icos

especificos (Hochachka 1986) ) .

bajo (Tabla v.3), hemos apreciado que se
de la isquemia, elevaciones
) en 108 niveles de

En nuestro tra
producen, por efecto
coces (a los dos minutos

significativas pre !
los extractos perc16ricos y de

succinato @ inositol en




glicina y lactato en 1los extractos en tampén fosfato,

1ndicando que la isquemia tisular

dragnosticada prdcticamente desde su
minutos,

experimental puede ser
instauracién, A los 45

las modificaciones en éstos y otros metabolitos,

incrementados a los 2 minutos aunque no significativamente

colina y lactato en los extractos percléricos ¥y
glutamato, colina e 1nositol en

(glutamato,

los extractos fosfato),
prosiguen este incremento que se estabiliza o decrece a los
60 minutos.

TABLA V.3- Comparacion entre normoxia y distintos tiempos de isquemia de los niveles
de metabolitos acumulados y determinados mediante "w RMN que han modificado sus valores Je
modo significativo. Las concentraciones vienen expresadas en umo) / gr de tej humedo.

Las significaciones se expresan del siguiente modo:

1-Significacién de un grupo con respecto a valores norméxicos: * P ¢ 0,05 *tP < 0,0
2-Significacién de un grupo con respecto a valores de 2 minutos: © P ¢ 0,05 o0oP <00
3-Significaci¢n de un grupo con respecto a valores de 45 minutos: X P ¢ 0,05 xx P 0,01
4-Significacién de grupo con respecto a valores de 60 minutos: # P « 0,05. #8 P ¢ 0,01
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No pretendiamos en este trabajo determinar el tiempo de

clampaje necesario para causar dafios irreversibles, sino

demostrar la posibilidad de detectar
modificaciones en los niveles de

mediante 'H RMN

_ algunos metabolitos
intracelulares gue pudieran reflejar la existencia de daRo

1squémico., Estudios posteriores, utilizando rifones
reperfundidos tras distintos tiempos de i1squemia, podrédn, tal
vez, demostrar de una forma tangible las modificaciones
maximas permisibles en cada uno de los metabolitos citados

que permiten la reversibilidad del fendmeno.

Nuestros resultados no permiten definir el tiempo
necesario para gque se produzcan lesiones irrecuperables. No
obstante, la tendencia a la estabilizacidn o descenso de los
metabolitos acumulados, permiten sugerir una alteracioéon

celular grave, producida ya a los 45 minutos.

De «cualquier forma, parece claro que en el daho
isquémico del érgano deben ser determinantes las alteraciones
en los flujos idbnicos, como consecuencia del metabolismo
anaerobio, con las siguientes alteraciones en la
permeabilidad de membrana, que Se€ reflejan en las
modificaciones en 1a concentracion de las especies
moleculares determinadas (por ejemplo, la gran influencia de

los niveles de ca** en la activacion de fosfolipasas que son

un mecanismo etjopatogénico fundamental en los disturbios

metabd1icos que hemos observado)

la superioridad ¥ mayor versatilidad
obre la *'F RMN parecen
ha permitido

En cualquier caso,

de la espectroscopia proténica S

demostradas. La '"H RMN, en nuestra experiencia.

y tabolitos y ha dl
etectar mayor numero de me
; y sin aporte externo de

farenciado 1a

or clampaje de pediculo

anoxia renal p .
1 por asfixia y con parsistencia

sustrato de la hipoxia rena




del flujo sanguineo, indicando qQue la presencia o no de un

sustrato externo puede modificar los mecanismos defensivos
celulares ante el 1nsulto isquémico.

A su mayor versatilidad, la 'H RMN une la necesidad de

una menor fuerza de campo para obtener una resolucién similar

a la P RMN, Actualimente, el limite clinico para la fuerza

de campo magnético estdtico oscila entre 2-2,5 Tesla (Ver
Tabla I.1 y 1.2). La posibilidad de sobrepasarlo dependeré
de una mayor experiencia clinica y experimental sobre los

efectos bioldgicos del magnetismo (Petersen y cols 1985a).

Parece demostrado, por ultimo, gue la IRM proténica,
tras la administraciéon de Gadelinio-DTPA puede distinguir el
tejido renal viable del no viable (Choyke y cols 1989). La
espectroscopia de protones seria, en estas condiciones, un

complemento ideal para los estudios de 1imagen.

8.- RMN Y PATRONES DE FALLO RENAL.

E1 diagnéstico de fallo renal se basa actua?mente en
una detallada anamnesis Junto a examenes c]jn1c§ y d?
laboratorio, hasta 1legar, en ocasiones, a la b.wps1a'ren:s
(serra 1990). La contribucion radiolégica a sud?agn65t1co
como los US pueden ser utilizados péra
evaluar el tamafo renal, el uso de la uIv ?sta muy d;:c:z;?z
(Keeton Yy pillay 1986). Irncluso, debe evitarse en

prerrenal (Davidson 1985).

1mprecisa, pues asi




E‘|
| fallo prerrenal se ha diagnosticado a nivel

experi 3
perimental mediante *'P RMN donde se aprecia un incremento

de GPC (Shapiro y cols 1989). Este dato es perfectamente

reproducible en espectroscopia 'H RMN, utilizando la cual, se

ha confirmado el incremento consistente de 1la GPC durante

Situaciones de deshidratacién (Fallo prerrenal) (Gullans y
cols 1988).

E1 fallo parenquimatoso es multietiolégico. Desde el
punto de vista radiolégico sbélo es posible 1nformar del
tamafio renal o de la capacidad de excrecidén de solutos
(medios de contraste) (Newhose y Pfister 1979). En modelos
animales de fallo renal, la IRM, mediante el cdlculo de los
tiempns de relajacién, ha permitido distinguir el fallo renal
isquémico del nefrotéxico (Iaina y cols 1989). También 1la
espectroscopia de 3'F ha permitido esta distincion (Chan y
cols 1982p). Nosotros, .on espectroscopia de protones hemos
distinguido, a nivel experimental, el tejido norméxico del
isquémico pcr clampaje del pediculo renal y del hipéxico por
asfixia de la rata. En ambos casos, la disminucién del aporte
de 0, y el bajo pH son factores fundamentales, aunque la
presencia o no de flujo sanguineo puede condicionar las rutas
metabdlicas que acontecen en el tejido 1isquémico. El
incremento, en la isquemia por clampaje del pediculo renal,
del inositol mientras que permanecen constantes la GPC y la
Betaina, hace posible el diagndéstico diferencial entre fallo
prerrenal y fallo renal de origen isquémico. Las posibles
diferencias con otras etiologias de fallo renal requieren

futuras investigaciones.

E1 fallo postrenal no plantea apenas problemas a los
: 3

actuales. En la espectroscopla de °'P,

con el incremento de

métodos diagnésticos

el acumulo de P1 puede jnducir a error ‘ . !
la GPC que ocurre en la deshidratacion. La IRM evidencia u

os tiempos de relajacion provocado por el

alargamiento de 1
acumulo 1iquido (Iaina y cols 1989).




En la hipertensién renovascular se puede llegar al

diagnéstico de certeza tras la determinacidén selectiva de
reninas en la vena renal (Dsouza 1978).

‘ . La IRM no supone una
contribucion definitiva en este campo, aunque la deteccién de

isquemia 1n vivo evitaria métodos cruentos.

La prediccién de la viabilidad del rifAén a trasplantar
estd basada, esencialimente, en la estimacién del tiempo
operatoric de isquemia y la duracién del almacenamiento en
frio del 6rgano (Goldszer y cols 1983). Las técnicas de
laboratorio no son conciuyentes en su uso clinico (Nunnally
1983). La 3P RMN ha mostrado poseer gran utilidad en este
campo, estimandose entre 60-120 minutos de isquemia caliente
el tiempo necesario para el desarrollo de dafo celular
irreversible (Bretan y cols 1986). E1 diagnéstico de isquemia
mediante 'H RMN tiene como ventaja principal el menor ti. PO
de estudio.

En cuanto a la funcionalidad del rifAdn trasplantado el
US Doppler constituye el método electivo de screening. Un
registro anormal es indicacién de biopsia renal (Needleman Yy
Kurtz 1987). La 31'p RMN ha distinguido entre fallo por rechazo
y fallo por isquemia en el rifon trasplantado, aunque 108
cambios detectados han sido siempre, posteriores a la
aparicién de alteraciones histologicas (Chan y Shapiro 1989).

i i ' de
La '"H RMN puede conducir, en cambio, sélo al diagnéstico

fallo isquémico. su papel! en otras etiologias requiere

futuras investigaciones.




9- RESUMEN.

La presentaciédn de fenbmenos

1squémicos en patologia
renal y su asociacién con cambios bioquimicos bien definidos

se han revisado en la presente Tesis, en la cual ha quedado,
a nuestro juicio, demostrada la virtualidad de 1a 'H RMN en
el diagnéstico de la isquemia experimental .enal y se han
destacado sus aportaciones con respecto a los suministrados
por otros procedimientos espectroscépicos, asi como la
posibiiidad de la presuncién de fallo renal, su naturaleza y
su caracter reversible o irreversible.

Los haliazgos encontrados permiten suponer que es
posible someter a revision 1os esquemas diagndésticos vigentes
e, 1igualmente, pernite sostener la tesis de que, éen el
futuro, sera posible describir las situaciones de enfermedad
no sélo mediante imagenes morfolégicas alteradas ©O
modificaciones cuantitativas de ciertos indicadores de
funcibén, sino también mediante 1a demostracidn, en el 6rgano
o tejido enfermo, de metabolitos diversos cuya presencia en
el mismo haga presumir no sélo la naturaleza sino también la

severidad de 1a enfermedad.
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YI-CONCLUSIONES .

El andlisis de los resultados del presente &siudio y su
comparacién con los publicados

v hasta ahora, en 1la
literatura sobre Espectroscopia por

Resonancia Magnética

Nuclear permiten, a nuestro juicio, la formulacién de las

siguientes conclusiones:

1.- De modo semejante a como se ha realizado con
anterioridad (Espectroscopia de 3'P, 2Na, %Rb, '*F), 1la
espectroscopia 'HW RMN constituye un método de presurcién
diagnéstica fiable de las situaciones de 1isquemia renal
experimentaimente 1inducidas.

2.- E]l diagndstico de isqguemia renal aguda, mediante 'H
RMN, se basa en la demostracion, en los extractos de tejido
renal 1squémico, de un 1incremento significativo de 1los
niveles de concentracion de glutamato, glicina, succinato,
Jjactato e inositol respecto de los existentes en condiciones

normales de oxigenacion.

3.,- La evolucitn, en funcion del tiempo, de 1la
concentracion tisular de 1los metabolitos antes ¢citados
demuestra que la actividad de los procesos biogquimicos que sée

el clampaje del pediculo renal se estabiliza o
tiempo (45 minutos,

inician con
desciende transcurrido cierto
Que este fendémeno resulte indicativo o no

irreversible es algo que tendrd que ser
cluyan experimentos

aproximadamente).

de lesidn renal
aclarado en futuras investigaciones qué in

de reperfusion y/o estudios 1n vivo.




4.- Los diferentes hallazgos biogquimicos encontrados en

el tejido renal tras la induccién en

los animales de una
S1tuaci1on de hipoxia con flujo sanguineo renal conservado

(disminucién, estadisticamente significativa de glutamato
L

glicerofosforilcolina e inositol) demuestran que el flujo

Yy no simplemente la disminucién o

la pO, de perfusién en el sistema
vascular intrarrenal, es responsable de

persistente en rinén,

reduccidn a cero de

los cambios
metabdlicos subyacentes a la lesién.

5- La conclusi16n anterior queda reforzada, a nuestro
juicio, por el hecho de que en condiciones de deshidratacién
(fallo prerrenal) algunas especies bioguimicas identificables
por espectroscopia de 'H RMN en el extracto del tejido renal
del animal (glicerofosforilcolina, en concreto) cursan con
valores de concentracién distintos (significativamente
elevados) -especto de los encontrados en la isquemia aguda y
en la hipoxia con flujo renal persistente. Los cambios
observables en el osmolito GPC permiten, en consecuencia,
diferenciar con seguridad las situaciones descritas.

6- A pesar de la existencia de un cierto numero de
limitaciones en su uso (oscurecimiento de la resonancia del
lactato por los protones lipidicos Y dificultad en la
determinacién exacta de concentraciones absolutas de
metabolitos) la 'H RMN ha demostrado ser, en nuestfa
étodo espectroscopico atil para el estudio

experiencia, un m ’ . 5
con importantes derivaciones a nive

de la patologia renal,

exper1menta1 ¥, presum1b1emente, a nivel clinico.
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VII- ABREVIATURAS Y @LOSARIO.

1-ABREVIATURAS .

: Alanina
Adenosinmonofosfato
Adenosindifosfato
Arginina
: Arteriografia por sustraccién digital
Asparragina
Aspartico
: Adenosintrifosfato
Bo: Campo magnético principal
B,: Campo magnético de Radiofrecuencia
'3C RMN: ERM de '3C
CAD: Convertidor analégico-digital
CAT: Ciclo de los acidos tricarboxilicos (o de Krebs).
Da: Dalton
ERM: Espectroscopia por resonancia magnética
FAD: Flavina adenina dinucleétido (Forma oxidada)
FADH,: Forma reducida del FAD
5-FBAPTA: 1,2—bis(2-amino-5-f1uorofenox1)etano-N,N,N',N’-
tetraacetato.
FID: Free induction decay. Decaimiento de la sefal de
precesion
9 RMN: ERM de '°F
Gd-DTPA: Gado1inio-DietiTenotriaminopentaacetato
GLN: Glutamina
GLU: Glutéamico
GLY: Glicina
GPC: Glicerofosforilcolina
HPLC: Cromatografia Lfquida de Alta Presion
"4 RMN: ERM de 'H
ILE: Isoleucina




IR: Insuficiencia Rena)

IRM: Imagen (anatémica) por resonancia magnética.

a-KG: a-cetoglutarato
Km: Costante de Michaelis- Menten
LEU: Leucina
LOH: Lactato deshidrogenasa
LIS: Lisina
23Na RMN: ERM de 2°Na
NAD': Nicotinamida adenina dinucleétido (Forma oxidada)
NADH: Forma reducida del NAD*.
OAA: Oxalacetato
3'P RMN: ERM de 3'P
PC: Fosforilcolina
PFK: Fosfofructoquinasa
PHE: Fenilalanina
Pi: Fosfato inorganico
ppm: partes por mil1lon
PRO: Prolina
8Rb RMN: ERM de °'Rb
RF: Radiofrecuencia
RMN: Resonancia Magnética Nuclear
rpm: Revoluciones por minuto
SER: Serina
Tomografia axial computarizada
Tesla
| 5 Tiempo de relajacion longitudinal
T,: Tiempo de relajacién horizontal
TAN: Contenido total de nucleétidos de adenina
97c-DTPA: Wrecnecio-dietiltriaminopentaacetato

Tc-DMSA: Tecnecio—D1mercaptosucc1nato

TIR: Tirosina
TIS: Tomografia isotépica de scaning

TRP: Triptéfano
yiv: Urografia intravenosa
Us: Ultrasonidos (ecografia)

VAL: valina




Absorbancia: Logaritmo del

' cociente entre la luz que
atraviesa una cubeta espectrofotométrica y la luz incidente.

Atomo: La particula mas pequeda de un elemento quimico que

aun mantiene las caracteristicas esenciales de
elemento. Consiste ern un nucleo

dicho

(conteniendo protones vy
neutrones) y electrones.

Bobina de gradiente (co'1 de gradiente): Bobinas que inducen
una variacién espacial del campo magnético principal en una
direccidén determinada, indispensable para IRM o para ERM
localizada.

Costantr giromagnética (cociente giromagnético): Especifico
para cada nucleo, relaciona el momento magnético con el

momento cinético.

Desplazamiento Quimico (Chemical shift) (8): Cambio pequefio,
pero mensurable, en la frecuencia de resonancia de un mismo
nacleo a causa de los distintos entornos electrénicos.

Frecuencia de precesién (Larmor o resonancia): Frecuencia a
la que un nicleo gira dentro de un determinado campo
magnético (Bo). E1 campo de radiofrecuencia (B,) debe igualar
esta frecuencia de precesién para inducir rescnancia.

Gauss: Unidad de fuerza de campo magnético. 10.000 Gauss = 1

Tesla.

Hertz (Hz): unidad de frecuencia. 1 HZ = 1 ciclo / segundo.

{ KHz = 1.000 Hz. { MHz = 1.000.000 Hz.




Latex (red): Entorno electrénico con el

‘ . que se produce
intercambio de energia magnética mediante el proceso de

relajacion longitudinal (Spin- latex o Ty).

Momento angular: propiedad intrinseca de los cuerpos que

poseen masa y que describen un movimiento circular a una

determinada velocidad. Si1 también posee carga, al momento

angular se le asocia un momento magnético.

Momento magnético: Como los elementos nucleares poseen carga
eléctrica, la rotacién o spin de esta carga produce un dipolo
magnético cuyo valor es 1lamado momento magnético. El1 valor
numérico y la orientacién del vector de momento magnético
indica la energia de las diferentes orientaciones de un
nucleo sometido a un campo magnético externo.

Paramagnetismo: Propiedad de una sustancia que tiene una
susceptibilidad magnética pequefa y positiva. Los atomos o
iones paramagnéticos incrementan ligeramente el campo

magnético local.

Precesién: Movimiento de giro del spin alrededor del eje del
campo Bo. Este giro se produce a la frecuencia de Larmor.

Pulso: Emisién corta de radiacion de radiofrecuencia. La
combinacién de varios pulsos permite 1a creacién de distintas
secuencias que se repiten muchas veces para la obtencién de

sefales por RMN.

y ' un
Relajacién: Proceso fisico por el que un nucleo sometido a

iC1 ilibrio
campo magnético externo retorna a la posicibn de equ1?1b
tras haber sido excitado por energia de Radiofrecuencia.




Relajacion Longitudinal (T, o Spin- L4tex): Constante de

tiempo exponencial en el retorno al equilibrio del vector de

magnetizacion después de un pulso. Expresa los efectos del

entorno sobre el nucleo.

Relajacion horizontal (T, o Spin- Spin): Constante de tiempo
exponencial en el retorno al equilibrio sobre el plano XY del
vector de magnetizacidédn después de un pulso. Expresa las
interacciones de los distintos nucleos entre si.

saturacién: Estado de equilibrio en el que no existe
magnetizacioén neta, ya que el numero de nucleos en 1los
distintos estados energéticos es similar. La saturacion
entrafa la desaparicién de la sefal en RMN,

Spin: Los protones Yy los neutrones individuales, al igual que
el electrén, pueden considerarse en o6rbita alrededor del
nucleo y rotando scobre su propio eje (movimiento de spin).
En los nucleos con un numero par de protones o neutrones los
efectos del movimiento de spin se anulan. LOS ndcleos con un
numero impar de protones G neutrones presentan un componente
rotacional neto caracterizado por el numero cuéntico de spin.

Tesla: Unidad de campo magnético. 1 Tesla = 10.000 Gauss.

Transformada de Fourier: Técnica matematica gue transforma
como intensidad en el tiempo en

una seral que es observable
una sefal de intensidad en frecuencia.
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