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EL TRATAMIENTO CRONICO CON VINO TINTO DISMINUYE EL DANO RENAL POR
RABDOMIOLISIS
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CHRONIC TREATMENT WITH RED WINE LOWERS RENAL DAMAGE SECONDARY TO
RABDOMYOLISIS

Background. Mioglobinuric renal failure is associ

wine.

capacity (Ferric Reducing Ability of Plasma, FRAP)

ated to oxidative stress, which may be lowered with red

(lipoperoxidation, protein carbonilation, and antioxidant enzyme activity)

Results. In control group, rabdomyolisis raised Ii

poperoxidation, protein carbonilation, creatinie and BUN,

These effects were lowered with the use of red wine, and raised FRAP in basal conditions, After the

administration of glycerol, catalase and peroxide
with glycerol.

glutation activities were significantly higher than controls

Conclusions. Red wine protects the kidney against myoglobinuric oxidative damage raising the FRAP and

renal antioxidant enzymes activity.
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INTRODUCCION

La lisis de la fibra muscular, o
rabdomiolisis, produce la liberacién de elementos
toxicos del miocito a la circulacién. La
consecuencia para el rifién de esta alteracién ha
sido atribuida a una intensa vasoconstriccién con
necrosis del tibulo renal (1). Es sabido que la
mioglobina juega un papel importante en la
fisiopatologfa de Ia insuficiencia renal aguda en
variadas situaciones clinicas (2), siendo remedada
experimentalmente mediante el modelo  del
glicerol (3). La mioglobina filtra ficilmente a
través del glomérulo y a nivel tubular se concentra
Y precipita, causando la obstruccién del lumen y
citotoxicidad directa al epitelio debida en parte al
grupo heme, el cual produce lipoperoxidacién de
la. membrana celular (4). La degradacién
intratubular de Ja mioglobina resulta e¢n una
liberacién de hierro i6nico (Fe*), el cual cataliza
la produccién de especies reactivas del oxigeno
(EROS), a través de Ia reaccién de Fenton,
mecanismo que ha sido implicado en la patogenia

wine, antioxidants.

de numerosas enfermedades renales. Sin embargo,
el rifién posee un sistema de defensa antioxidante
que inactiva las EROS, el cual es desafiado por el
estado pro-oxidante que ocurre durante I
mioglobinuria.

En la actualidad se dispone de pruebas
fehacientes que sefialan que los vegetales, entre
ellos algunas frutas, el te, y particularmente el
vino tinto son una fuente natural de antioxidantes
que complementan a los sistemas enddgenos
inactivadores de  EROS (5).  Estudios
epidemiolégicos  han demostrado que estas
sustancias disminuyen el riesgo de ateroesclerosis
y cardiopatia coronaria (6), sin embargo la
proteccién a nivel renal se ha abordado muy
recientemente (7). En relacién al vino tinto, estos
efectos pueden ser atribuibles tanto al etanol como
a los componentes no alcohélicos de] vino. Entre
estos  dltimos s encuentran diversas
biomoléculas, tales como flavonoides 'y
polifenoles. Recientes estudios han sefialado que
el contenido de flavonoles de los vinos tintos
chilenos Cabernet Sauvignon, Merlot y Pinot
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Universidad de Chile, * Estudiante 5° afio Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. * Quimico Farmacéutico, Profesor
Asociado, Instituto de Ciencias Biomédicas, Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, Facultad de Medicina, Universidad de

Chile.
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Noir, es més alto que el de sus homélogos
procedentes de regiones geogrificas diferentes (8).
A su vez, los polifenoles estarian involucrados en
el reforzamiento de los sistemas antioxidantes a
través de sus propiedades de inactivadores de
EROS, quelantes de metales y moduladores
enziméticos (9). Varios de ellos, tales como el
resveratrol y la quercetina han demostrado
proteccién renal ante el dafio oxidativo (10). La
Quercetina es uno de los més importantes, ya que
entre sus acciones se encuentran la quelacién
intracelular del hierro y la mantencién de las
propiedades antioxidantes del plasma ( 11).

A pesar de que el etanol a dosis elevadas
(5g/kg) puede inducir estrés oxidativo en el rifign
(12, 13), también se ha demostrado que ratas que
consumen dosis moderadas de solucién acuosa de
etanol (20%) durante 10 semanas ad libitum, no
experimentan trastornos de la funcién repal
reflejados en la velocidad de filtracién glomerular
(14). Sin embargo, se eleva en forma significativa
la actividad renal de la catalasa (CAT, EC
1.11.1.6) (15), efecto que puede contribuir al
aumento de las defensas antioxidantes. También
se ha comunicado que la actividad de Ia
superéxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) se
eleva significativamente en el rifién de ratas que
reciben dosis moderadas de etanol (20%) durante
32 semanas (16). La respuesta de la glutatién
peroxidasa (GSH-Px) no ha sido evaluada en
consumo crénico de etanol y solo se conocen los
efectos de la exposicién aguda que eleva la
actividad de esta enzima en forma dosis
dependiente (17).

El propésito del presente estudio fue
probar la hipétesis que el consumo crénico de
vino tinto disminuye el dafio renal por
mioglobinuria, o que se refleja en una atenuacién
del estrés oxidativo y de los efectos funcionales
observados en el riidn.

MATERIAL Y METODO

Animales de experimentacién:

Ratas Wistar adultas macho, con peso de
210 * 10g, fueron seleccionadas del Bioterio del
Departamento de Nutricién de la Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. Los animales
fueron separados en dos grupos, cada uno con 24
ratas, colocadas en jaulas individuales y
mantenidas a 24° C con un ciclo de luz/oscuridad
de 12 horas y alimentadas con una dieta
balanceada. Un primer grupo (grupo caso) bebi6
vino tinto (Cabernet Sauvignon, Cosecha 1998,

Lomas de Cauquenes, Valle de Cauquenes, Chile)
como unico fluido por un periodo de diez
semanas. El otro (grupo control) sélo bebié agua
potable. El vino tinto utilizado tenfa una
concentracion de etanol de 12,5% (v/v) y un
contenido de flavonoles de 55,2 mg/dl, calculado
a partir de la medicién de mirecetina y quercetina
(18).

El volumen de liquido ingerido
diariamente se midi6 utilizando tubos Richter
graduados, y el alimento consumido se cuantificé
gravimétricamente.

Falla renal aguda inducida por rabdomi6lisis:

A los dos grupos de ratas se las deprivé
de fluidos 24 horas antes de la inyeccién y bajo
anestesia con éter, se les inyecté, en ambas
extremidades inferiores, solucién de glicerol al
50% (10 ml/kg, intramuscular), lo que produce .
una forma de falla renal aguda mioglobinirica
subletal (3). EI grupo control fue inyectado con
igual volumen de solucién de NaCl 0,9%. Luego,
los animales fueron colocados en jaulas
metabélicas para obtener muestras de orina,
permitiéndoles el libre acceso a agua o vino tinto.
Seis horas después de la inyeccién de glicerol las
ratas fueron anestesiadas con Ketamina (4mg/Kg)
y se obtuvo muestras de sangre de la arteria
carftida. Las muestras de sangre fueron guardadas
en tubos plésticos que contenian EDTA al 5%, y
se utilizaron para medir la capacidad antioxidante
del plasma (FRAP, ferric reducing ability of
plasma) (19), y niveles plasmaticos de creatinina y
nitrégeno ureico.

Estudios bioquimicos:

Después de obtener las muestras de
sangre y orina, los rifones de las ratas
anestesiadas se perfundieron con solucién salina
balanceada de Earle's ( pH 7,40) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA). La actividad de las
enzimas  antioxidantes fue medida en
homogenizados de corteza renal preparados en
0,25 M de sacarosa, para la determinacién de la
actividad de la SOD y en 1,15% de KCI — 0,010
M Tris pH 7,40, para la determinacién de CAT y
GSH-Px. Las cuantificacién de SOD se basé en la
medicion del aumento de la tasa de autooxidacién
de 5,6,6a,11b- tetrahidro-3,9,10
trihidroxibenzo(c)fluoreno en solucién acuosa
alcalina la que produce un croméforo con una
absorbancia maxima a 525 nm (20). La unidad de
SOD fue definida como la actividad que dobla la
autooxidacién basal. Los resultados fueron
expresados en U/mg de proteinas. La actividad de
la CAT se midié en el sobrenadante de 2400¢g
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mediante la cinética de degradacién del peréxido
de hidrégeno a 240 nm (21) catalizada por el
sobrenadante de 2400 g; ésta fue expresada
basandose en la constante de la reaccién de primer
orden (k)/mg de proteina. La actividad de la GSH-
Px fue medida en la fraccién citosslica
(sobrenadante de 100.000 g) por un método
espectrofotométrico basado en la reduccién de
glutation  disulfuro acoplada a la oxidacién
NADPH por glutatién reductasa (22). La unidad
de actividad de la GSH-Px fue definida como la
actividad que oxida un pmol de NADPH por
minuto. La actividad de la GSH-Px fue expresada
en U/mg de proteina.

Lipopesoxidacién:

El método fue desarrollado
espectrofotométricamente a 532 nm por la
reaccion del cido tiobarbitdrico a pH 3,5, seguida
de la extracci6n con solvente mediante una mezcla
de n-butanol/piridina (15/1, v/v) (23). Se utilizd
tetrametoxipropano como estindar y el nivel de
perdxidos de lipidos fue expresado como nmoles
de malondialdehido (MDA)/mg de proteinas.

Carbonilacién de proteinas:

La medicién de la oxidacién de proteinas
fue  desarrollada por 1a determinacién
espectrofotométrica del contenido de carbonilos,
basada en la reaccién de 2,4-dinitrofenilhidrazina
con los grupos carbonilo de las proteinas. El
resultado se expresé en nmol de carbonilos/mg de
proteina.

Este protocolo fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile.

El manejo de las ratas fue llevado de
acuerdo con las normas éticas aceptadas
internacionalmente.

Anilisis estadisticos:

Los resultados fueron expresados como
promedios + EE (error estindar) para el nimero
de ratas indicado. La fuente de las variaciones
para las comparaciones miiltiples fue establecida
por el andlisis de wvarianza unidireccional
(ANOVA), complementado por el test de
Bonferroni. Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas con un p <0,05.
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RESULTADOS

Consumo:

La Tabla 1 muestra los datos con
fespecto a ganancia de peso y consumo de fluidos
en los grupos caso y control durante el periodo
experimental. La ganancia de peso observada en el
grupo de ratas que consumieron vino tinto no
mostré  diferencias  significativas respecto  a
aquellas que bebieron sélo agua. A su vez, la
ingesta de fluido no mostré diferencias
significativas en ningiin grupo.

Efecto de la rabdomiélisis sobre la funcién
renal:

La Tabla 2 muestra los niveles
plasméticos de creatinina y nitrégeno ureico
(BUN). Seis horas después de la inyeccién de
glicerol, la creatininemia y el BUN en el grupo
control  aumentaron 2,16 ¥ o175 Meces.
respectivamente (p < 0,05). La administracién de
vino tinto disminuy6 este efecto a 1,1y 1,2 veces,
respectivamente.

Tabla 1. Ganancia de peso Yy consumo de liquido de los
£rupos caso y control durante el periodo experimental.

Parimetro Control Caso

Ganancia de peso corporal

(g/dia/100g de PC) Csifilngd

2,69+0,15

Consumo de liquido

(ml/dia/100g de PC) 9.9+ 0,32 89515

Los resultados corresponden al promedio = error estdndar de la
media (EE) para 18 a 20 ratas PC, peso corporal. Las
diferencias no fueron estadisticamente significativas entre los

grupos con p<0.05.

Tabla 2. Efectos de la rabdomiolisis en la creatinina y
el nitrégeno ureico plasméticos de los grupos caso y
control.

P Grupo cgfo : Grupo control
mg/dl Basal l_.fm Basal Glicerol *
0,56 + 0,62 + 0,5 = 1,08 =
o 002 | 0027 | o004 | 002
BUN 201 24 %1 19+1 342

Los resultados corresponden al promedio = error estandar de la
media (EE) para 12 a 14 ratas, Las diferencias estadisticamente
significativas, con p < 0.05, son indicadas en Iletras
superindice: *v/s basal, ® v/s control-glicerol.

Medicién del estrés oxidativo:

Capacidad antioxidante del plasma: Los valores
basales para la capacidad antioxidante del plasma
expresada en el parimetro FRAP (ferric reducing




ability of plasma) (uM) para el grupo caso y el Lipoperoxidaci6n y carbonilacién de proteinas: La

grupo control fueron 358,2 + 12y 251,78 (n= produccién de MDA y el contenido de carbonilos
20), respectivamente, siendo significativamente (nmol/mg de proteinas) de la corteza renal del
mayores los valores del grupo caso. grupo control y el grupo caso, se muestran en la

Tabla 4. En condiciones basales, la produccién de
Enzimas antioxidantes: La Tabla 3 muestra el MDA en el grupo caso fue significativamente mas
efecto de la rabdomiGlisis sobre la actividad de baja que en el grupo control (p<0,05) y el
CAT, SOD y GSH-Px en corteza renal. Los contenido de carbonilos no fue diferente entre
valores basales de CAT y GSH-Px en el grupo ambos grupos. Después de la inyeccién de
caso, fueron significativamente mas altos que en glicerol, en el grupo control la produccién de
el grupo control. A su vez la actividad de SOD no MDA y carbonilacion de proteinas se
result afectada por el tratamiento con vino tinto. incrementaron en forma significativa, mientras
Después de la inyeccién de glicerol, la actividad que en el grupo caso el MDA aument6 pero no asi
de las tres enzimas antioxidantes disminuy6 en la carbonilacién. Se puede decir que los valores de
ambos grupos, pero en el grupo caso sometido a MDA y carbonilos de grupo caso sometido a
rabdomi6lisis, esta  actividlad no  fue inyeccién de glicerol, no fueron estadisticamente
significativamente diferente del valor basal del diferentes de los valores basales del grupo control.
grupo control.

Tabla 3. Efectos de la rabdomiolisis en la actividad de las enzimas catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GSH-Px) y
superdxido dismutasa (SOD) en la corteza renal de los grupos caso y control.

i Basalgmpo m(giicerol Basa:;’ ap com(l;l)ilcerol
g{?:g e 0,71+0,024" | 0,41+0,012° | 0,42+0,018" | 0,29 + 0,06 *"
?U?E;P:m) 0,47+0,021° | 0,35+0,022* | 0,300,026 * | 0,16 +0,012*"
(S'l?h?ug prot) 11,36+0,84" | 9,89+0,63 |1031+0,82° | 863042
Los resultados corresponden al promedio = error estindar de la media (EE) para 15 a 17 ratas. Las diferencias estadisticamente

significativas, con p < 0.05, son indicadas en letras superindices: * v/s basal, ® v/s control-basal. No significativamente diferente: ~ v/s
caso, " v/s glicerol.

Tabla 4. Efectos de la rabdomiélisis en la lipoperoxidaci6n (produccién de MDA) y oxidacién de proteinas (carbonilos)
en la corteza renal de los grupos caso y control.

Parimetro Grupo caso Grupo control
(Mmol/mg prot) Basal Glicerol Basal Glicerol
MDA 2,10£0,1° 3,50+020° | 3,56=0,2" | 6,02=0,30*
Carbonilos 1,20=0,1" 1,53 = 0,25 1,32+0,1 2,14+032*

En condiciones basales y a las seis horas siguientes de la inyeccién intramuscular de glicerol. Los resultados corresponden al promedioc =
error estindar de la media (EE) para 16 a 18 ratas. Las diferencias estadisticamente significativas, con p < 0.05, son indicadas en letras
superindices: * v/s basal, ° v/s control-basal. . No significativamente diferente: * v/s caso, “v/s glicerol,

DISCUSION una disminucién de la funcién glomerular y
tubular llevando a un alza en los niveles
La rabdomiolisis se reconoce como causa plasmiticos de creatinina y nitrégeno ureico

de falla renal aguda (2), siendo en parte atribuida a (Tabla 2).
la ocurrencia de estrés oxidativo. El aumento del Otro de los elementos importantes en el
estrés oxidativo, a nivel renal, llevaria a dafio dafio renal por rabdomiélisis es el aumento en la
tisular por lipoperoxidacion de membranas oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad
celulares y  carbonilacion de proteinas, (LDL), las que generan un ambiente pro-oxidante
reflejindose en un incremento de MDA y a nivel renal (24) y estimulan la liberacién del

carbonilos respectivamente. Esto se traduciria en
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grupo heme de la mioglobina por un mecanismo
indirecto (25).

El mecanismo molecular de la injuria
renal secundaria a mioglobinuria ocurre por dos
vias. Una directa atribuida al efecto pro-oxidante
del grupo heme y otra indirecta causada por la
liberacién de hierro conduciendo a la generacién
de EROS por la reaccién de Fenton. La capacidad
prooxidante del hierro estaria demostrada por la
disminucién de la lipoperoxidacién s £
mantencién de la velocidad de filtracién
glomerular al administrar quelantes del hierro en
conjunto con la inyeccién intramuscular de
glicerol (24).

Dado que el rifién es un 6rgano altamente
perfundido, recibiendo aproximadamente el 20%
del gasto cardiaco (26), se podria esperar que la
elevacion de la capacidad antioxidante del plasma
(FRAP) contribuyera a un aumento de las
defensas del sistema antioxidante renal. Por otra
parte el aumento del FRAP disminuiria la
oxidacién de LDL debido a que los polifenoles del
vino tinto al adsorberse sobre la superficie de las
particulas de LDL protegen a los grupos oxidables
de éstas biomoléculas al interceptar la accién de
los radicales libres sobre ellas. Este efecto debiera
ser esperado a partir de nuestros resultados que
indican una elevacién significativa del FRAP en el
grupo caso en relacién al grupo control en
condiciones basales (ver resultados).

Se sabe que la exposicién aguda a etanol
induce estrés oxidativo en el rifion de rata i
13), lo que se refleja en una caida de la relacién
GSH/GSSG (glutation reducido/glutatién
oxidado) y en un aumento de la actividad de GSH-
Px, ambos efectos se ejercen en forma dosis
dependiente cuando se administran dosis de etanol
de 2 a 6 g/Kg (17). Por otra parte, en nuestro
laboratorio, hemos encontrado que la exposicion
crénica de etanol (12,5%) ad libitum durante 10
semanas, resulta en una elevacién de la actividad
de GSH-Px 'y CAT en 61 y 165 9
respectivamente (27). Sin embargo la actividad de
SOD no resulté modificada en estas condiciones
experimentales, lo que es concordante con
estudios previos que revelaron que era necesario
prolongar la exposicion a 32 semanas para
observar un incremento significativo de |Ia
actividad renal de SOD (16).

El aumento observado en la actividad de
las enzimas antioxidantes debiera resultar en una
mayor inactivacion de EROS atenuando de esta
manera los efectos deletéreos de los agentes pro-
oxidantes. Esta observacién concuerda con el
menor efecto que tuvo la inyeccién de glicerol
tanto en la funcién renal (Tabla 2) como en la
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lipoperoxidacién de membranas (Tabla 4)
observadas las ratas previamente expuestas a
etanol. A esta proteccion, en el caso de las ratas
que recibieron vino, se debiera agregar el efecto
renoprotector de los polifenoles del vino tinto de
reconocido efecto antioxidante.

Los polifenoles son un grupo de
biomoléculas  antioxidantes que  actian
aumentando los sistemas de defensa antioxidante
a través de sus propiedades inactivadoras de
EROS, quelantes de metales y moduladores
enzimiticos (9). Ejemplos de esto incluyen
sustancias como las antocianinas, el dcido gilico,
las catequinas, miricetina y quercetina, entre otras.
Otra accién de los polifenoles seria la capacidad
de reducir la susceptibilidad de las LDL a la
oxidacién in vitro (28) e in vivo (29), este efecto
se deberia probablemente a Ia propiedad de
inactivacién de EROS. Ademis, los polifenoles
son probablemente responsables de un aumento de
la capacidad antioxidante del plasma (29 y 30).
Por otra parte, el etanol contenido en el vino tinto
facilita la absorcién intestinal de polifenoles (31).

Como conclusi6n, podriamos decir que el
tratamiento crénico con vino tinto disminuiria la
severidad del dafio renal secundario a estrés
oxidativo en el modelo de mioglobinuria inducida
por rabdomiolisis. Este efecto se deberia al
aumento de los sistemas antioxidantes, tanto
extracelular (FRAP) como intracelular (enzimas
antioxidantes). Debiendo atribuirse tanto al etanol
como a los componentes no alcohélicos,
antioxidantes particularmente abundantes en el
vino tinto.

RESUMEN

Antecedentes. La falla renal mioglobintrica se
asocia a estrés oxidativo, lo que podria atenuarse
por ingesta de vino..

Métodos. Ratas recibieron vino tinto por 10
semanas, los controles sGlo bebieron agua. La
rabdomiblisis fue causada por inyeccién
intramuscular de glicerol al 50% (10 ml/Kg). Se
evalu6 la capacidad antioxidante del plasma
(FRAP, ferric reducing ability of plasma),
creatininemia y nitrégeno ureico (BUN) y estrés
oxidativo en rinén (lipoperoxidacién,
carbonilacién de proteinas y actividad de enzimas
antioxidantes)

Resultados. En el grupo control, la rabdomiélisis
aumenté la lipoperoxidacion, carbonilacién de
proteinas, creatinina y BUN. Estos efectos fueron
atenuados por vino tinto, que elevé el FRAP en
condiciones basales. Después de la inyeccién de
glicerol, las actividades de catalasa y glutatién



peroxidasa fueron significativamente mayores que
los controles inyectados con glicerol.
Conclusiones. El vino tinto protege al rifién contra
el dafio oxidativo mioglobiniirico aumentando el
FRAP y la actividad de enzimas antioxidantes
renales.

Palabras claves: rabdomiolisis, estrés oxidativo,
rifién, vino, antioxidantes.
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