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BLOQUE I: RESUMEN INTRODUCTORIO: TERAPIAS
MULTIFARMACOLOGICAS Y EL DANO RENAL AGUDO

Las enfermedades cardiovasculares son la cuarta causa de muerte en el mundo
actual ya que engloban el 31,5 % de todas las muertes registradas (Townsend y cols.,
2016). Uno de los principales factores de riesgo a desarrollar estas patologias es la
hipertension, la cual causa el 12,8 % de las muertes mundiales totales, siendo
responsable del 51 % de las muertes por enfermedad cerebro-vascular y del 45 % de
aquellas causadas por cardiopatia isquémica (Kumar y cols., 2013). Seglin la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), esta patologia cronica afecta al 40 % de la
poblacion mayor de 25 afos. Por ello, controlar los niveles de la presion arterial (PA)
mediante farmacoterapia y cambios en el estilo de vida es esencial para mejorar el
prondstico cardiovascular de estos pacientes y reducir la morbimortalidad asociada.
La etiologia de esta enfermedad es multifactorial ya que se encuentran implicados
numerosos factores hemodinamicos, neuroendocrinos, estructurales, celulares vy
moleculares (Kamran y cols., 2014), por lo que se requiere terapia combinada para
actuar sobre las diferentes vias neuroendocrinas involucradas. El uso conjunto de
antihipertensivos con mecanismos de accion diferentes ha demostrado tener una
mayor eficacia en el control de los valores de la PA. Aproximadamente el 70 % de los
pacientes que padecen hipertension necesitan dos o mas farmacos antihipertensivos
para controlar esta enfermedad (Frank, 2008). Ademas, la terapia combinada de
estos farmacos permite reducir sus efectos secundarios individuales hasta el 50 %
debido a la disminucion de la dosis utilizada (Wald y cols., 2009). Dentro de las
posibles terapias, el uso combinado de los diuréticos y los inhibidores de la enzima
conversora de angiotensina Il (IECA) es uno de los tratamientos mas eficientes en la
actualidad (Escobar-Cervantes y Barrios-Alonso, 2010).

Debido a la cronicidad de la hipertension, es muy comun la coexistencia del
tratamiento antihipertensivo con la administracién aguda o cronica de otro tipo de
farmacos. Por otra parte, los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) utilizados para
tratar el dolor agudo o cronico son los medicamentos mas prescritos en el mundo,
por lo que es frecuente encontrar este tipo de farmacos junto con antihipertensivos,
comunmente diuréticos e inhibidores de la angiotensina Il, en terapias combinadas.

Sin embargo, cada uno de estos farmacos puede provocar alteraciones en la

fisiologia renal debido a su mecanismo de accién, por lo que son potencialmente
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nefrotoxicos en terapias multiples (Hricik y Dunn, 1990; Whelton y Hamilton, 1991,
Delmas, 1995; Jolobe, 2001; Schoolwerth y cols., 2001; Gambaro & Perazella, 2003;
Patzer, 2008; Coca y cols., 2013) y pueden dar lugar a un Dano Renal Agudo (DRA) de
tipo pre-renal. Numerosos estudios recientes relacionan el tratamiento combinado de
dos o mas farmacos de estas familias con un dano renal (Loboz y Shenfiedl, 2005;
Fournier y cols., 2012; Adhiyaman y cols., 2001) y se ha demostrado que la terapia
triple puede aumentar el riesgo a desarrollar un DRA un 30 %, (Lapi y cols., 2013). En
este contexto, se utiliza el término “Triple Whammy” para referirse al riesgo
asociado a desarrollar un DRA tras el tratamiento combinado de estos tres tipos de
farmacos mencionados anteriormente (Thomas, 2000; Loboz y Shenfield, 2005; Lapi y
cols., 2013; Onuigbo, 2013).

EL DRA es un sindrome clinico en el que se produce un deterioro brusco de la
funcion excretora del rindn como consecuencia de multiples causas. Esta enfermedad
presenta una alta morbi-mortalidad con consecuencias humanas y sociales muy
importantes. Se estima que alrededor de 2 millones de personas mueren cada ano
como consecuencia de un DRA y aquellas que sobreviven tienen un alto riesgo de
desarrollar una enfermedad renal cronica (Li y cols., 2013). El DRA de tipo pre-renal
es la forma mas comun de DRA, entre el 60-70 % de todos los casos de DRA (Kaufman
y cols., 1991) y el 40 % de los desencadenados en pacientes hospitalizados
(Avendano, 2009). Este tipo de DRA es producido por una alteracion en la perfusion
renal que compromete la funcionalidad del rifidon sin la existencia de dano en las
estructuras renales.

La etiologia del DRA es variada, siendo la nefrotoxicidad la causa del 10-20 % de
los casos (Brivet y cols., 1996) ya que el 25 % de los 100 farmacos mas utilizados en
las Unidades de Cuidados Intensivos (UCIs) son potencialmente nefrotdxicos (Taber y
Mueller, 2006). En Espaia, recientes estudios demuestran que los farmacos estan
relacionados con un 54 % de las hospitalizaciones como consecuencia de un DRA
(Lavecchia y cols., 2015). Entre todos los farmacos, los diuréticos y los farmacos que
actian sobre el Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) son los
medicamentos mayoritarios responsables de esta patologia, sobre todo en pacientes
ancianos, hipertensos y/o con alguna patologia cardiaca (Castellano-Cabrera y cols.,
2015).

El SRAA presenta un papel fundamental en la regulacion de la PA, necesaria
para un correcto funcionamiento del sistema cardiovascular. Ademas, es esencial en

la autorregulacion renal, mecanismo crucial para mantener constante la funcion
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renal en determinadas situaciones fisiologicas o fisiopatologicas. Dentro de este
sistema, la angiotensina Il es el mayor efector de este mecanismo de regulacion,
imprescindible para controlar la homeostasis renal y sistémica. Por otra parte, las
prostaglandinas (PGs) son moléculas vasodilatadoras responsables de contrarrestar el
efecto vasoconstrictor de la angiotensina Il, jugando un papel muy importante en los
mecanismos de regulacion de la homeostasis renal. La accion de estas moléculas no
es decisiva para una correcta funcion renal en situaciones normales, sin embargo, es
relevante para que el rindn trabaje adecuadamente en aquellas situaciones en las
que la funcion renal se encuentra comprometida. La inhibicién de la angiotensina Il
mediante los IECA o los antagonistas de los receptores de los receptores de la
angiotensina Il (ARA 1) y de la sintesis de PGs mediante los farmacos AINEs situa al
rifdn en un limite sin proteccion en aquellas situaciones de hipoperfusion renal en las
que la autorregulacion renal sea requerida. Diversos estudios demuestran que la
administracion simultanea de ambos farmacos no produce alteraciones en la PA ni en
la tasa de filtracion glomerular (TFG) en individuos normotensos (Sturrock vy
Struthers, 1993; Boshra y cols. 2011). Sin embargo, la deplecion de volumen
producida por un diurético puede situar la homeostasis sistémica y renal en ese
limite dependiente de las moléculas mencionadas anteriormente, por lo que su
inhibicion precipitaria al individuo a un DRA.

No obstante, no todos los individuos que utilizan estos farmacos de forma
combinada desarrollan un DRA, pero si un porcentaje relevante de hasta el 22 % (Lapi
y cols., 2013) y las dobles terapias pueden desembocar en una patologia renal en
determinadas circunstancias. Existen estudios poblacionales sobre el efecto de la
Triple Whammy que demuestran que la mayor incidencia del DRA tras la
administracion de estos farmacos aparece en el doble tratamiento con diuréticos y
AINEs. Ademas, verifican que la incidencia de los tratamientos dobles con diuréticos
es similar a la que aparece en el triple tratamiento combinado, siempre en pacientes
con enfermedades cardiacas asociadas o avanzada edad (Camin y cols., 2015). De
acuerdo con este conocimiento, otros estudios publicados (Sturrock y Struthers,
1993) apoyan que la administracion conjunta de los farmacos AINEs e inhibidores de
la angiotensina Il puede dar lugar a un DRA en situaciones de hipoperfusion renal.
Este sindrome también se ha observado en pacientes tras la administracion de
inhibidores de angiotensina Il y diuréticos (Bridoux y cols., 1992) o de AINEs y
diuréticos (Braden y cols. 2004) pero siempre en pacientes con patologias asociadas

(diabetes, fallo cardiaco, insuficiencia renal cronica, etc. Incluso, se utiliza el
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término “Quadruple Whammy” para definir un DRA que resulta de la terapia
combinada mencionada en el Triple Whammy en pacientes con enfermedad renal
cronica (Onuigbo y Agbasi, 2014). El analisis de estos estudios poblaciones descubre
la necesidad de comprender el proceso fisiopatoldgico por el que se produce este
sindrome, avance clave para su tratamiento y prevencion.

Las situaciones de hipoperfusion renal son comunes en el area clinica, por
ejemplo, en casos de deshidratacion, avanzada edad, estenosis arterial, uso de
determinados farmacos o ciertas patologias previas que comprometen el flujo
sanguineo renal (FSR) y por tanto, la presion de perfusion renal (PPR). El sistema
cardiovascular y el sistema renal son los grandes protagonistas del proceso
fisiopatologico de este sindrome renal. La figura 1 resume los principales mecanismos
de regulacion de ambos sistemas activados en esta situacion, implicados en el
mantenimiento de la PA y de una correcta funcion renal. Como se puede observar,
dicho mantenimiento depende de una compleja red de moléculas interconectadas,
por lo que el mal funcionamiento de alguna de ellas, o la desregulacion del sistema
puede dar lugar a una situacion de hipoperfusion renal sostenida, y por tanto, a la

aparicion de un DRA pre-renal.
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Figura 1. Mecanismos de regulacion sistémica y renal activados en una situacion
de hipoperfusion renal (adaptada de Prieto-Garcia y cols., 2016). SR: recetores stretch; BR:
barorreceptores; MR: mecanorreceptores; PNA: péptido natriurético atrial; SRRA: sistema
renina angiotensina aldosterona; SNS: sistema nervioso simpdtico; COX; ciclooxigenasa; EPI:
epinefrina; ADH: hormona anti-diurética; RTG: retroalimentacién tubuloglomerular.
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1. EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

El sistema cardiovascular en los mamiferos esta formado por el corazon, que
trabaja como una bomba impulsora y un sistema de vasos sanguineos (arterias, venas
y capilares) por los que circula la sangre por todo el organismo (figura 2) (Hall, 2011).
Los vasos sanguineos son conductos musculares elasticos responsables del suministro
de oxigeno, nutrientes y células del sistema inmune, asi como de la retirada de los
productos de desecho de todos los tejidos del organismo, que se han de eliminar
posteriormente, por los rifiones a través de la orina y por el aire exhalado en los
pulmones. La contraccion o dilatacion del muisculo liso presente en la capa
intermedia de la pared vascular de arterias pequefas y arteriolas juega un papel
principal en la regulacion del flujo sanguineo que pasa por el vaso, y por tanto, de la
PA.

Figura 2. Esquema del sistema cardiovascular.

La PA se define como la fuerza ejercida por el torrente sanguineo sobre las
paredes de los vasos por los que circula. La PA varia continuamente a lo largo del
ciclo cardiaco. El valor maximo de PA se alcanza durante el periodo de expulsion
sistolica, por lo que se denomina presion arterial sistolica (PAS), y el minimo al final

del periodo de diastole, conocido como presion arterial diastélica (PAD). A partir de
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estos dos valores se puede calcular la presion arterial media (PAM), segun la
siguiente formula: PAM = PAD + (PAS - PAD)/3, concepto utilizado en el area clinica
(Tresguerres, 2010).

Desde un punto de vista fisico, la presién depende de dos factores, el flujo y la
resistencia. Por ello, la PA en un organismo depende de dos variables, el gasto
cardiaco (GC) y las resistencias vasculares periféricas (RVP), segin la siguiente
formula PA= GCxRVP. El gasto cardiaco o volumen por minuto es la cantidad de
sangre expulsada por el corazéon en un minuto. Se determina multiplicando la
cantidad de sangre bombeada por cada ventriculo en cada latido (volumen sistolico)
por la frecuencia cardiaca (fc) (Segarra, 2006). Por otra parte, la RVP hace
referencia a la cantidad de resistencia que ofrece el sistema vascular al flujo de la
sangre y depende principalmente del diametro de las arteriolas, denominados vasos
de resistencia, debido al grosor de su capa de musculo liso el cual le permite variar
su diametro.

Es necesario que la PA se mantenga dentro de un rango de valores para
asegurar la correcta perfusion sanguinea de todos los componentes celulares de los
tejidos que componen el organismo. Gracias a diferentes mecanismos de regulacion,
la presion arterial media (PAM) normal se mantiene, en condiciones fisioldgicas,
dentro de un rango entre 95 -100 mmHg (Ghai, 2013). Estos mecanismos de
regulacion actlan a corto, medio y largo plazo sobre el GC o las RVP con el fin de
mantener la PA (Eaton y Pooler, 2009). Lo mecanismos de control nervioso, como
los barorrceptores, los quimiorreceptores y el sistema nervioso central, son los
primeros en actuar sobre la PA. Posteriormente, el SRAA y la natriuresis por presion
se activan para mantener dicho parametro (figura 3). Estos mecanismos se explicaran

detenidamente en el apartado 4.
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Figura 3. Resumen de los principales mecanismos de regulacion de la PA
inmediatos, a medio y largo plazo (adaptada de Gonzalez-Toledo y Franco, 2012). SRAA:
sistema renina-angiotensina-aldosterona; PA: presion arterial. La grafica representa el
momento de activacion tras una subida drdstica de la PA y el tiempo de participacion en el
proceso de regulacion.

2. EL SISTEMA RENAL

2.1.Descripcion anatémica del sistema renal.

El aparato urinario humano esta constituido por dos rifones, dos uréteres, una
vejiga y la uretra (figura 4). Este conjunto de organos trabajan en conjunto para
producir, almacenar y transportar la orina.

Los riflones son unas visceras que llevan a cabo numerosas funciones
endocrinas, funcionales y bioquimicas con el fin de mantener la sangre limpia y
quimicamente equilibrada. Por una parte, los rifiones son capaces de retirar los
productos metabolicos de la sangre (urea, acido Urico, creatinina, bilirrubina...), asi
como productos quimicos extranos, farmacos, pesticidas, aditivos de alimentos, etc.
(Vander, 1993). Ademas, estos organos son los responsables de mantener la
homeostasis del organismo mediante la participacion en la regulacion de de la
excrecion de iones y moléculas organicas (como son la glucosa, aminoacidos,
proteinas, urea, acido Urico y otros) (Eaton y Pooler, 2009). Como se explicara en el

apartado 4 de esta Introduccion, los rifones participan en los mecanismos
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reguladores de la PA y del mantenimiento del volumen sanguineo. Por ultimo,
intervienen en la secrecion y sintesis de diferentes sustancias (por ejemplo
eritropoyetina, glucosa, eicosanoides, etc (Eaton y Pooler, 2009).

En una seccion longitudinal de un rindn se distinguen dos regiones, la corteza
en la parte externa y la médula en la parte interna. La médula esta formada por
varias piramides renales también denominadas piramides de Malpighi, unidades de
aspecto conico. Los apices de estas piramides se proyectan dentro de los calices
menores, camaras del rindon por donde pasa la orina. Cada piramide medular,
coronada por una region de corteza renal constituye un lobulo sencillo. El extremo de
cada piramide (llamada papila) se vacia en un caliz y los calices se vacian en la pelvis

renal. La pelvis transmite la orina a la vejiga urinaria via el uréter.

Venas
renales

Arterias
renales

Rifiones

Uréteres

Vejiga

Uretra urinaria

Figura 4. Esquema del sistema urinario.

2.2.Descripcion anatémica y funcional de la nefrona

La nefrona es la unidad anatémica y funcional del rifon. El rifidn humano esta
formado por cerca de un millon y medio de nefronas. Cada una de ellas consta de un

corpusculo renal y un sistema tubular que se extiende por fuera del corpusculo renal.
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El rindn lleva a cabo sus funciones mediante dos procesos fundamentales producidos
en estas unidades, i) la filtracion y ii) el transporte tubular (que comprende la
reabsorcion y secrecion tubular).

El corpUsculo renal o de Malpighi es la estructura donde se produce el proceso
de filtracion. Esta compuesto por el glomérulo capilar y la cdpsula de Bowman que lo
recubre (figura 5). Cada glomérulo recibe la sangre de un pequeio vaso llamado
arteriola aferente, una ramificacion de la arteria renal. Alli la sangre es filtrada a
través de la barrera de filtracién. La barrera de filtracion del corplsculo renal o
membrana glomerular, consta de tres capas: i) el endotelio de los capilares
glomerulares, ii) la membrana basal y iii) una capa de células epiteliales
especializadas con fenestraciones denominadas podocitos. Tras filtrarse, la sangre
sale del glomérulo por otro vaso llamado arteriola eferente que desemboca en una
vena interlobular y el liquido filtrado procedente del glomérulo pasa a un espacio
dentro de la capsula, denominado espacio de Bowman.

El sistema tubular de la nefrona es el encargado de llevar a cabo los procesos
de secrecion y reabsorcion, que determinan la composicion de la orina (Madsen y
Tisher, 1986). La secrecion es muy importante para determinar las cantidades finales
urinarias de potasio, hidrogeniones y algunas otras sustancias, mientras que la
reabsorcion se encarga de reabsorber casi el 90 % del agua contenida en el filtrado
glomerular y practicamente la totalidad de otros componentes del filtrado, como la
glucosa, los aminoacidos y el sodio. Asi, los tibulos separan las sustancias que deben
ser eliminadas por la orina de las que deben ser conservadas por el organismo sin
perder una cantidad excesiva de agua (Hall, 2011).

La pared de los tubulos esta constituida por una sola capa de células epiteliales
que descansan sobre una membrana basal. La estructura y funcion de esas células
epiteliales varia mucho de un segmento a otro del tubulo ya que este epitelio tubular
es el encargado de reabsorber y secretar de forma selectiva los distintos compuestos
nombrados anteriormente. La figura 4 muestra una imagen de una nefrona, donde se
pueden distinguir las diferentes porciones del sistema tubular desde el glomérulo
hasta la pelvis renal: i) tubulo contorneado proximal, ii) rama estrecha descendente
del asa de Henle; iii) rama gruesa ascendente del asa de Henle, iv) tubulo
contorneado distal y v) tubulo o conducto colector. La pelvis se continGa con el
uréter, y éste con la vejiga urinaria, donde la orina se almacena de manera
transitoria y de la cual se elimina en forma intermitente. Después de penetrar a un

caliz, la orina ya no sufre alteraciones. A partir de ese punto, el resto del sistema
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urinario sirve solo como tubo conductor (Bulger y Doblan, 1982; Tisher, 1981).

Tabulo Tabulo
contorneado | | contorneado
proximal e . distal

Cépsulade \liiGrlomérulo ‘ AL
Bowman L L il
; 3 ¥

Red capilar |
peritubular
| —

Conducto

[ Asa de Henle } ﬂ

Figura 5. Imagen representativa del glomérulo y del sistema tubular de una
nefrona.

3. LA FILTRACION GLOMERULAR

La filtracion glomerular es el primer proceso en la formacion de la orina y es
clave para que los rifiones lleven a cabo sus funciones correctamente. Es el proceso
en el cual el plasma es filtrado en los capilares glomerulares y entregado a la capsula
de Bowman dando lugar al ultrafiltrado u orina primitiva. La tasa de filtracion
glomerular (TFG) es la suma de la filtracion de todas las nefronas funcionales de
ambos rifiones por unidad de tiempo. Normalmente los rifiones filtran unos 125 mL de
plasma por minuto (180 litros por dia), lo que corresponde aproximadamente a un 20
% del plasma que pasa por el rifion. La disminucion de la TFG es un elemento
primordial en el DRA. Hasta ahora, se consideraba un aspecto central, sin embargo,
los estudios actuales focalizados en el concepto de DRA subclinico han modificado
dicha consideracion. Este planteamiento puede variar segun el tipo de DRA ya que en
el DRA de tipo renal puede existir un dano tisular sin la presencia de un dano
funcional, mientras que en el DRA de tipo pre-renal la TFG tiene un papel primordial.

Esta idea sera ampliamente discutida en el apartado 11.1 de esta Introduccion.
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3.1.Determinantes de la filtracion glomerular

El proceso de formacidn de ultrafiltrado a través de las membranas capilares
glomerulares recibe el nombre de ultrafiltracion glomerular. Este proceso se rige por
la ley de Starling, que describe el intercambio de liquidos a través de un capilar,

segln la siguiente férmula:
F = Kf X APf = Kf X (Pc — Pi — ¢ — mi)

Siendo F la cantidad de fluido filtrado, Kf el coeficiente de ultrafiltracion,
caracteristica fisica relacionada con la permeabilidad de la barrera capilar, APf la
presion neta de ultrafiltracion, Pc la presion hidrostatica intracapilar, Pi la presion
hidrostatica  intersticial, mc  presidbn  oncética  intracapilar  generada
fundamentalmente por las proteinas plasmaticas y i presion oncotica intersticial
(Avendano, 2009).

Como podemos observar en la ecuacion anterior este proceso de filtracion
glomerular esta condicionado por la suma neta de las diferentes fuerzas que se
originan en los capilares glomerulares y en la capsula de Bowman (Eaton y Pooler,
2009) (figura 6). Favorecen la filtracion la presion hidrostatica de los capilares
glomerulares (Pc), que es la presion media en los capilares glomerulares y tiene un
valor de 60 torr, y la presion oncotica de la capsula de Bowman (i), sin embargo
como la concentracion de proteinas en la capsula de Bowman es muy pequeia, este
factor es despreciable y se considera cero. Se oponen a la filtracion la presion
oncética de los capilares glomerulares (mg), que es la presion que ejercen las
proteinas del plasma no filtradas y tiene un valor de 32 torr, y la presion hidrostatica
de la capsula de Bowman (Pi), que es la presion que ejerce el liquido filtrado en la
capsula de Bowman y tiene un valor de 18 torr. La presion efectiva de ultrafiltracion
(PEF), se define como la diferencia entre la presion que favorece la filtracion, es

decir Pg, y las que se oponen, que son Piy mg. Su valor aproximado es de 10 torr.
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Glomérulo
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Figura 6. Parametros determinantes de la tasa de filtracion glomerular.

3.2.Regulacion de los determinantes de la filtracion glomerular

Segun se observa en la ecuacion anteriormente explicada, la tasa de formacion
del filtrado glomerular depende de; i) de las caracteristicas de permeabilidad y
superficie de la membrana glomerular, representada por la constante Kf y ii) de la
hemodinamica del suministro de sangre a la nefrona, representada por APf
(Avendano, 2009). La membrana glomerular tiene selectividad en su permeabilidad
en funcion del diametro, de la configuracion molecular y de la carga eléctrica de las
moléculas. En este contexto, el tamano del poro de la membrana glomerular de 70
angstroms determina el paso de las moléculas independientemente de su carga.
Ademas, esta membrana esta recubierta por una red de proteoglicanos cargados
negativamente de forma que las moléculas cationicas se filtran mas facilmente que
las moléculas anidnicas. Por ello las proteinas, que presentan carga negativa,
producen una repulsion electrostatica con las paredes de los poros de la membrana
glomerular (Hall, 2011). Estas caracteristicas son constantes en situaciones
fisiologicas aunque pueden cambiar en situaciones patoldgicas, lo que desembocaria
en una alteracion de la TFG.

La formacion de ultrafiltrado en los capilares glomerulares no necesita gasto
local de energia metabolica, sino que la presidn necesaria se origina en el sistema

cardiovascular, que proporciona la fuerza necesaria para filtrar fluido a través de la
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pared capilar. Sin embargo, la hemodinamica del suministro de sangre a la nefrona
puede alterarse en situaciones fisiologicas, por lo que el organismo ha desarrollado
un conjunto de mecanismos de regulacion sistémicos y renales para que dichos
cambios hemodinamicos no se traduzcan en cambios en la TFG y no desemboquen en
una situacion patologica. Estos mecanismos engloban tanto la autorregulacion renal
como los mecanismos de regulacion de la PA y de la volemia del organismo. Estos
mecanismos esquematizados en la figura 7 se explican detalladamente en los

siguientes apartados de esta Introduccion.

L rs )
VOLEMIA

MACULA
| ADH / PNA ||

DENSA

ARTERIOLAS
AFERENTE/
EFERENTE

PRESION
ARTERIAL

RENAL

l

‘ PRESION DE FILTRACION NETA [ K ]

FLUJO SANGUINEO ]

A

[TASA DE FILTRACION GLOMERULAR }

Figura 7. Regulacion de los determinantes de la TFG. RTG: retroalimentacion
tubulo-glomerular; ADH: hormona anti-diurética; SNS: sistema nervioso central; SRAA:
sistema renina angiotensina aldosterona; mg: presion oncética glomerular; Pcg: presion
cdpsula de Bowman; Pcs: preson capilar glomerular; Kf: coeficiente de ultrafiltracion.
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4. MECANIMOS DE REGULACION DE LA HEMODINAMICA
SISTEMICA Y RENAL

Es muy importante que la TFG se mantenga constante para que el rifdn pueda
llevar a cabo todas sus funciones. Como se ha explicado, la hemodinamica del
suministro de sangre a la nefrona es determinante para ésta. Esta hemodinamica esta
condicionada por los mecanismos de regulacion de la PA sistémica, que actlan
sobre el corazon, las RVP o la volemia para controlar la PA. Sin embargo, el
organismo no puede permitirse alteraciones en la TFG como consecuencia de cambios
en la PA, que puede oscilar en un organismo dentro de un rango como respuesta a
diferentes estimulos. Para ello, el propio riidon presenta unos mecanismos de
autorregulacion renal capaces de mantener una TFG constante a pesar de que la PA

sistémica sufra variaciones.

4.1.El aparato yuxtaglomerular

El aparato yuxtaglomerular es un dispositivo renal fundamental para poder
comprender la homeostasis cardiovascular y renal ya que en él se sintetiza la renina,
enzima esencial para el SRAA y es el responsable del retrocontrol tubuloglomerular
(RTG). Esta situado entre la primera porcion del tubulo contorneado distal y de la
arteriola aferente y eferente pertenecientes al corpUsculo renal de su propia nefrona
(Barajas, 1979). Esta formado por tres tipos de células; i) las células
yuxtaglomerulares, ii) las células de la macula densa y iii) las células de
Goormaghtigh o del lacis.

Las células yuxtaglomerulares son células mioepiteliales que rodean el final de la
arteriola aferente, ricas en granulos de secrecion que producen el 90 % de la renina
del organismo. Por otra parte, las células de la macula densa son células epiteliales
diferenciadas de la pared del tUbulo recto distal ascendente, que controlan la
secrecion de renina y la velocidad de filtracion glomerular. Estas células actian como
sensores de Na® en el tlbulo distal y controlan la TFG por lo que juegan un papel
fundamental en la homeostasis renal mediante el mecanismo de la RTG (apartado
4.3.2). Por ultimo, las células del lacis son células mesangiales extraglomerulares que
poseen finas prolongaciones que originan entre ellas un entramado o lacis, rodeado
de una matriz extracelular amorfa. Estan en intimo contacto con el resto de

formaciones del aparato yuxtaglomerular y con las células mesangiales intercapilares
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del glomérulo (Avendaino, 2009). Estas células responden a multiples mediadores y

controlan la superficie de filtrado.
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Figura 8. Aparato yuxtaglomerular (adapatada de Hall, 2011).

4.2.Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)

El SRAA es fundamental en la regulacion de la PA y en la etiologia de
diferentes enfermedades tales como hipertension, dano cardiaco u otras (Yang,
2015; Steckelings y cols., 2009), cuando se encuentra alterado o desregulado
(Crowley y cols., 2006). Existe un SRAA sistémico o global encargado de la
regulacion de la PA y algunos SRAA locales en ciertos 6rganos como en el rifndn, en
el cerebro o en el corazon, por lo que este sistema esta involucrado en la regulacion
de la hemodinamica sistémica y renal.

El SRAA se activa tras la secrecion de renina por parte de las células
granulares del aparato yuxtaglomerular. Existen tres factores que determinan la
cantidad de renina secretada. En primer lugar, los cambios de PA en la arteriola

aferente detectados por los barorreceptores intrarrenales estimulan la secrecion
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directa de renina. Por otra parte, las células granulares estan inervadas por fibras
nerviosas que provienen del centro vasomotor simpatico, que estimulan la liberacion
de renina en respuesta a los cambios de presion detectados por los barorreceptores
arteriales (ver apartado 4.4.1). En dGltimo lugar, la macula densa es capaz de
estimular la secrecién de renina a través de la RTG (ver apartado 4.3.2).

La renina secretada por las células granulares alcanza el sistema vascular y
transforma la molécula angiotensindgeno, proveniente del higado, en angiotensina I.
Posteriormente, ésta es transformada en angiotensina Il gracias a la accion de la
enzima conversora de angiotesina (ECA), sintetizada en las células endoteliales de la
vasculatura, particularmente en el pulmon (Eaton y Pooler, 2009). La angiotensina Il
es una de las moléculas principales implicadas en la homeostasis renal y sistémica. Es
el mayor efector del SRAA, debido a su efecto vasoconstrictor, anti-natriurético y
anti-diurético: (i) se une a los receptores AT, de los vasos sanguineos estimulando su
contraccion, aumentando de esta forma la resistencia vascular sistémica (de forma
prefente en la arteriola eferente que presenta mayor cantidad de receptores AT,);
(ii) favorece la retencion de Na® y agua mediante la  activaciéon de los
transportadores de Na" en diferentes porciones del sistema tubular renal y mediante
la estimulacion de la liberacidn de aldosterona en la corteza adrenal; (iii) favorece la
liberacion de vasopresina/ hormona antidiurética/ ADH desde la pituitaria, lo que
incrementa la retencion de liquido; (iv) promueve la liberacion de
norepinefrina/noradrenalina tras estimulacion simpatica (Klabunde, 2011), con un

potente efecto vasoconstrictor.

4.3.Autorregulacion renal

Como se ha explicado anteriormente, si no existiese ningln mecanismo de
regulacion renal, las variaciones momentaneas en la PA ante diferentes estimulos se
traducirian en cambios en el FSR, y como consecuencia, en oscilaciones en la TFG.
Sin embargo, el rindn es capaz de mantener relativamente constante el FSR y, por
tanto, la presion intraglomerular, ante cambios en la PA sistémica gracias a la
autorregulacion renal, dentro de un rango determinado de variacion de la PAM (entre
80-160 mmHg) (figura 9).
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Figura 9. Autorregulacion renal. Relacion entre la TFG, el FSR y la PPR (adaptada
de Eatony Pooler, 2009).

Como se ha explicado, la TFG depende de las fuerzas netas producidas tanto en
los capilares glomerulares como en la capsula de Bowman. Dentro de éstas, la
presion hidrostatica intracapilar (Pg) depende de la presion de perfusion renal (PPR)
y de las resistencias vasculares de la arteriola aferente y eferente (Brenner y Humes,
1977; Deen y cols., 1974). El FSR depende de la PPR y de las resistencias vasculares
renales (RVR) segun la formula (FSR=PPR/RVR) (Hall, 2011). La autorregulacion renal
es capaz de modificar las RVR para que los cambios en la PPR no se traduzcan en
cambios en el FSR, y como consecuencia, en la presion hidrostatica intraglomerular.
El rifon controla las RVR principalmente mediante dos mecanismos: (i) el efecto
miogénico; (ii) la retroalimentacion tubulo-glomerular (RTG), aunque en la
actualidad, se discute sobre la existencia de un tercer mecanismo implicado (Just,
2007). Sin embargo, se estima que la RTG y la respuesta miogénica engloban el 90 %
de la autorregulacion renal, siendo el 40 % de este porcentaje correspondiente al

efecto miogénico (Kleinstreuer y cols., 2008).
4.3.1. Mecanismo miogénico

El mecanimo miogénico se puede definir como el fendmeno mediante el cual
la propia arteriola aferente detecta los cambios en la PA actuando como un

mecanorreceptor y responde dilatandose o contrayéndose para mantener el FSR, y
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como consecuencia, la TFG (Clastrom y cols., 2015). Se ha demostrado que este
mecanismo actua de forma independiente a las variaciones del FSR ya que detecta
las variaciones en la presion transmural del vaso, segun estudios realizados en

arteriolas aferentes aisladas en ausencia de flujo (Cupples y Braam, 2007).
4.3.2. Retroalimentacion tubulo-glomerular

La RTG permite controlar la TFG en relacién a la cantidad de Na” filtrado que
llega a la macula densa, mediante una mayor o menor contraccion de la arteriola
aferente (figura 10) (Just, 2007). Estas células presentan cotransportadores Na*-K'-
2ClU (NKCC2) (Obermiiller y cols., 1996) que actuan como sensores, detectan la
concentracion de Na* que llega a la parte final del asa de Henle y activan la RTG para
mantener la homeostasis renal mediante vias de sefalizacion ain no comprendidas
por completo (Vallon, 2003).

En situaciones de hipoperfusion renal, la TFG se encuentra disminuida, de
forma que menos Na“ es filtrado al sistema tubular. La baja concentracion de Na* es
detectada por las células de la macula densa y éstas activan una cascada de
sefalizacion que da lugar a la activacion del SRAA. Estas vias de senalizacion son,
actualmente, motivo de numerosos estudios. Se sugiere que, en la RTG, la liberacion
de renina por las células granulares del aparato yuxtaglomerular es dependiente de
la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Harris & Breyer, 2001; Harris x cols., 2004;
Green y cols., 2012; Harris, 2013). Diferentes estudios sugieren que la llegada de una
baja concentracion de Na* a las células de la macula densa induce una disminucion en
la transcripcion de los co-transportadores NKCC2, y eso provocaria un aumento del
Ca* intracelular. Este Ca®* estimularia la actividad de la fosfolipasa A,, y por tanto,
la sintesis de PGs dependiente de COX-2 (ver sintesis de prostaglandinas en el
apartado 6.1). Estas PGs, tendrian dos efectos: (i) favorecerian la dilatacion de la
arteriola aferente de forma directa; y (ii) serian las responsables de la liberacion de
renina, y con ello, de la activacion del SRAA por parte de la RTG (Persson y cols,
2004).

En situaciones de hiperperfusion renal el escenario propuesto es
completamente diferente. Alta cantidad de Na* alcanzaria las células de la macula
densa, y mediante la formacion de diferentes mediadores, se estimularia la
contraccion de las células granulares (via receptores AT;) y se inhibiria la secrecion
de renina, lo que daria lugar a una disminucion de la TFG (Castrop, 2007; Persson,

2004; Vallon, 2003). Diferentes estudios proponen la adenosina como principal
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mediador (Osswald y cols., 1997; Ren y cols., 2004) aunque otros focalizan sus
estudios en el ATP, el oxido nitrico o la angiotensina Il como moduladores del

proceso (Vallon, 2003).
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Figura 10. Representacion esquemadtica de la respuesta de la RTG ante variaciones
en la PAM (adaptada de Rhoades y Tanner 2003).

4.4.Regulacion de la PA en el control de la TFG

Como se ha explicado, ante variaciones de la PA el propio rindn presenta sus
mecanismos de regulacion para evitar que dichos cambios alteren la funcion renal.
No obstante, el propio organismo presenta mecanismos de regulacion de la
hemodinamica sistémica que repercuten de forma directa o indirecta en el
mantenimiento de la TFG en el rindn. Entre ellos, podemos diferenciar, en primer
lugar, diferentes mecanismos de regulacion que actian sobre el corazén y las

resistencias de la vasculatura a corto y medio plazo y, en segundo lugar, mecanismos
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de regulacion que controlan la volemia del organismo, los cuales actlan a largo

plazo.

4.4.1. Mecanismos nerviosos y hormonales sobre el corazén y las RVP

El sistema nervioso controla la circulacidon sanguinea y la PA gracias al sistema
nervioso autonomo (SNA). El SNA esta formado por el sistema nervioso simpatico
(SNS) y el sistema nervioso parasimpatico (SNP) con efectos antagonicos. EL SNS tiene
un papel importante en el control de la vasculatura, mientras que el SNP tiene mayor
influencia sobre la regulacion cardiaca. La inervacion simpatica del corazén produce
aumento de la fuerza de contraccion y de la fc, mientras que la inervacion
parasimpatica tiene un efecto opuesto (Estanol y cols. 2009). En la vasculatura, el
SNS tiene un papel vasoconstrictor mediado por el neurotransmisor noradrenalina
mientras que el SNP tiene un efecto vasodilatador mediado por el neurotransmisor
acetilcolina.

Para poder detectar los cambios de PA en el organismo, el sistema
cardiovascular posee receptores (barorreceptores y/o quimiorreceptores) que envian
la sefial al centro vasomotor perteneciente al SNC. Este interpreta la sefial y modula
la fc, las RVP y la distensibilidad venosa a través de las fibras eferentes con el fin de
mantener la PA. Existen dos tipos de barorreceptores involucrados en la regulacion
de la PA denominados arteriales y cardiopulmonares. Los barorreceptores arteriales
son terminales aferentes de células nerviosas situadas en las paredes de la arteria
carotida y del arco de la aorta (Eaton y Pooler, 2009) que responden a un amplio
rango de oscilacion de la PA entre 50-150 mmHg (Dampney y cols., 2002). Por otra
parte, los barorreceptores cardiopulmonares ¢ receptores de distension son
receptores de baja presion situados en la auricula cardiaca y en diferentes partes de
la vasculatura pulmonar. Detectan cambios en el volumen sanguineo (Ghai, 2013), de
forma que juegan un papel principal en la regulacion del volumen sanguineo
mediante la excrecion de Na'y agua (Eaton y Pooler, 2009). Estos dos tipos de
barorreceptores tienen un efecto directo sobre la fc, las RVP y la distensibilidad
venosa, y ademas, son capaces de activar el SRAA (aparato 4.2) y promover la
liberacion de diferentes hormonas (como la adrenalina, la noradrenalina...) cuando
sean requeridas con el fin de mantener la PA. Ante una bajada de la PA, la
estimulacion del SNS no solo provoca una activacion directa a nivel cardiaco y

vascular sino también promueve, por una parte, la liberacion de adrenalina vy
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noradrenalina desde la médula suprarrenal, las cuales actlan sobre el sistema
circulatorio provocando una vasoconstriccion, y por otra parte, estimula la secrecion

de renina con la consecuente activacion del SRAA.

Ademas, en el rindn existen unos barorreceptores renales situados en las
paredes de la arteriola aferente. Estos barorreceptores no son células nerviosas, son
células especializadas denominadas células yuxtaglomerulares ¢ granulares que
forman parte del aparato yuxtaglomerular. La deteccién de cambios de la PA por
estos barorreceptores activa el SRAA, con efectos en la vasculatura y en la excrecion
de Na" (Eaton y Pooler, 2009). En general, se considera que los barorreceptores
rapidamente se adaptan y paran de enviar sefales nerviosas a pesar de que el
estimulo continte (Cowley, 1992; Eckberg, 1977; Lopez-Hernandez & Lopez-Novoa,
2006). Sin embargo, los barorreceptores renales son una excepcion, al menos
aquellos relacionados con la regulacion de la PA. Parece ser que estos
barorreceptores no se adaptan y permanecen activos mientras que el estimulo
permanezca (DiBona, 2004; Lohmeier y cols., 2005; Lopez-Hernandez y Lopez-Novoa,
2006; Johns, 2013).

Por otra parte, también existen quimiorreceptores situados en la pared de la
carotida y en los cuerpos aorticos que detectan los cambios en la presion parcial de
oxigeno de la sangre arterial y, mediante estimulacion simpatica, promueven una
vasoconstriccion sistémica (excepto en los vasos sanguineos del cerebro y del
corazon) y un aumento en la ventilacion pulmonar con el fin de aumentar el oxigeno

en la sangre arterial (Dampney y cols., 2002).
4.4.2. Homeostasis de la volemia para controlar el FSR

La regulacion de la volemia juega un papel fundamental en el mantenimiento
de la PA y por tanto, de la TFG. Se lleva a cabo gracias a un control sistémico (en el
que actan multiples senales hormonales y nerviosas) y a un control local en el rifon
que regula la cantidad de Na" y agua excretados (Hall, 2011).

Los barorreceptores arteriales detectan cambios en la PA, y el rifon interpreta
estos cambios de PA como cambios en el balance total de Na*. Ante una disminucién
de la PA, estos barorreceptores envian senales al centro vasomotor, y como
consecuencia se activa el SRAA. La angiotensina Il resultante aumenta la reabsorcion

de Na’ y agua, de forma directa, a través de la union directa a las células tubulares
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y, de forma indirecta, a través de la estimulacion de la liberacion de la aldosterona
(Hall, 2011). Esta hormona controla la reabsorcion de Na" en la parte distal de la
nefrona (tUbulos y conducto colector). Aunque el mayor punto de control de
secrecion de la aldosterona es la angiotensina Il, su secrecion también puede ser
estimulada por elevadas concentraciones de K" en el plasma. La secrecion de ADH
también es favorecida por la angiotensina Il. Su principal funcion es aumentar la
permeabilidad de los conductos colectores corticales y medulares, aunque también
aumenta la reabsorcion de Na" en los conductos colectores corticales, por lo que se
disminuye la excrecion de agua y Na®. Gracias a esta hormona se puede llevar a cabo
un control de la excrecion de agua independientemente de la excrecion de Na'.
Existen osmoreceptores que detectan los cambios en la osmolalidad de los liquidos
del organismo. Se encuentran situados en los tejidos circundantes al tercer
ventriculo cerebral. Al detectar los cambios en la composicion del plasma, envian
sefales nerviosas hasta las células del hipotalamo, y éstas promueven la liberacion
de la hormona ADH (Eatony Pooler, 2009).

Por el contrario, ante un aumento de la PA, la secrecion de ADH es inhibida por
la accion de los barorreceptores. Asimismo, el rindn responde aumentando la
excrecion de Na' y agua mediante el proceso denominado natriuresis y diuresis por
presion. Este se produce sin alteraciones en la TFG ni en el FSR, modificando
directamente la reabsorcion tubular de Na®. Esta respuesta parece depender del
descenso de la concentracion de angiotensina Il intrarenal. El aumento de la PA, y
como consecuencia, de la presion de perfusion intrarrenal, reduce la secrecion de
renina y de angiotensina Il. Esto da lugar a la vasodilatacion de los capilares
peritubulares medulares, produciendo un aumento de la presion capilar, y como
consecuencia, un aumento de la presion hidrostatica intersticial que conduce a una
reduccion en la reabsorcion tubular de Na’, con la subsecuente natriuresis
(Avendano, 2009).

Ademas, los barorreceptores cardiopulmonares o receptores de distension
detectan las variaciones en la volemia, especificamente en el GC, por lo que estan
involucrados en la regulacion de la excrecion de Na*y agua. Ante un aumento de la
volemia, la distension de la auricula estimula estos barorreceptores, y éstos
promueven la liberacion desde el corazon de los péptidos natriuréticos, el péptido
natriurético atrial (PNA) y el péptido natriurético cerebral (PNB). Estos péptidos

inhiben la liberacion de renina, la reabsorcion de Na® en el tubulo colector medular y
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la accion de la angiotensina Il, lo que favorece una vasodilatacion de la arteriola
aferente y un aumento de la filtracion (Eatony Pooler, 2009)

Como se ha podido explicar, los mecanismos de regulacion de la hemodinamica
sistémica y renal forman una compleja red de moléculas interconectadas. La
desregulacion de esta compleja red puede dar lugar a ciertas patologias
cardiovasculares y renales. En el caso del sistema renal, el fallo de alguna de estas
vias de sefalizacion necesarias para mantener la TFG en casos de hipoperfusion da

lugar a un tipo de DRA de tipo pre-renal.

5. DANO RENAL AGUDO PRE-RENAL

5.1. El dafo renal agudo: definiciéon y tipos

Como se ha explicado anteriormente, el DRA es la pérdida repentina de la
capacidad de los rinones de mantener un balance hidro-electrolitico adecuado y de
depurar la sangre de farmacos, toxicos y productos nocivos de desecho procedentes
del metabolismo. Como consecuencia, se produce una retencion de los fluidos
(oliguria o anuria) y una acumulacion de productos normalmente encontrados en la
orina (uremia), especialmente de creatinina y urea (azotemia). La etiologia clinica
del DRA es variada, pudiendo ser consecuencia de la administracion de farmacos, de
la exposicion a diferentes toxinas medioambientales, de procedimientos quirurgicos,
de la aparicion de una sepsis o de una combinacion de varios factores, entre otras
(Bagga y cols., 2007; Melnikov y Molitoris, 2008).

Para el funcionamiento renal adecuado se necesita una perfusion renal optima,
un parénquima renal integro y una correcta permeabilidad de las vias excretoras. La
alteracion subita de cualquiera de estas caracteristicas puede ocasionar un deterioro
de la funcion renal. Dependiendo del elemento funcional alterado podemos
encontrar tres tipos de DRA: (i) DRA pre-renal, si la etiologia del dafo es una
alteracion en la perfusion renal; (ii) DRA renal o intrinseco, en el que el dano
aparece como consecuencia de una alteracion en el parénquima renal y (iii) DRA
post-renal, si la causa del dano es la obstruccion de las vias urinarias (Avendano,
2009). Las causas pre-renales y renales, representan el mayor porcentaje de casos,
aunque no es infrecuente observar que la etiologia sea multifactorial y que un mismo

agente nocivo produzca simultaneamente efectos pre-renales y renales (Esteller y
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Cordero, 1998; Singri, 2003). La tabla 1 resume las principales caracteristicas de los
tres tipos de DRA anteriormente mencionados. El DRA mas comUn es el DRA de tipo
pre-renal ya que causa el 60-70 % de todos los casos de DRA, mientras que el DRA

renal causa el 25 % y el DRA post-renal produce el 5 % de todos los casos de DRA.

TIPO DE DRA EFECTO PATOLOGICO CAUSA
Deshidratacion
Hipoperfusion renal y/o
Farmacos
DRA PRE-RENAL alteracion de la
Envejecimiento
autorregulacion renal
Patologias
[squemia
DRA RENAL Dafio del parénquima renal Toxinas
Farmacos
Farmacos
Obstruccion subita del flujo Patologias
DRA POST-RENAL _
de orina (tumores, calculos
renales...)

Tabla 1. Caracteristicas principales de los tipos de DRA.

5.2.Repercusion sanitaria y socioeconémica del DRA.

Este sindrome renal es un problema sanitario y economico muy grave ya que
presenta una elevada morbilidad y mortalidad. Se calcula que aproximadamente un
1-7 % de los pacientes que ingresan en los hospitales presentan un DRA (Chertow y
cols., 2001; Liangos y cols., 2006) y un 2-7 % de los pacientes ya hospitalizados
desarrollan un DRA (Block y Schoolwerth, 2006; Kerr y cols., 2014). Mas
concretamente, un 1-25 % de los pacientes ingresados en la unidad de cuidados
intensivos (UCI) desarrollan un DRA en algin momento (Mendonca y cols., 2000).
Ademas, esta patologia renal tiene grandes consecuencias para la salud, no sélo en
los grados de mayor severidad en los que se necesita dialisis, sino también en
aquellos grados de severidad media o DRA subclinico, lo que conlleva un gran gasto

socioeconomico asociado (Sancho Martinez y cols., 2015). Se estima que los gastos
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directamente asociados al DRA son el 1 % del gasto sanitario total (Kerry cols., 2014)
y el 5 % de los gastos hospitalarios totales (Chertow y cols, 2005, Vandijck y cols.,
2007). Este gasto proviene de la dialisis, la monitorizacion de los pacientes y los
cuidados asociados. El 7,5 % de los pacientes hospitalizados por DRA necesitara
dialisis para toda la vida (Linkermann vy cols., 2014) y el 50 % necesitara atencion

post-hospitalaria (Fischer y cols., 2008).

5.3.El DRA pre-renal

Se considera DRA pre-renal o azotemia pre-renal a una disfuncion renal
transitoria producida por factores que comprometen la perfusion renal sin dano en
las estructuras renales. La disminucion de la PPR puede estar producida por una
disminucion aguda de la PA sistémica mas alla de los limites de la autorregulacion, o
por una alteracion en la autorregulacion renal necesaria en una situacion de
hipoperfusion renal transitoria.

En la practica clinica, el primer escenario se reproduce en casos de
disminucion del volumen extracelular efectivo ya sea producido por pérdidas reales
(hemorragias, vomitos, diarreas, diuréticos, etc) o por redistribucion (aparece en
ciertas hepatopatias, peritonitis, malnutricion...) y en patologias en las que el GC se
encuentra disminuido (arritmias, insuficiencia cardiaca congestiva, infarto agudo de
miocardio...) (Padhi y cols., 2013). Por otra parte, la desregulacion de la
autorregulacion renal puede producirse por vasodilatacion periférica (producida por
farmacos antihipertensivos, sepsis, shock anafilactico...), por vasoconstriccion renal
(por inhibicion de sintesis de PGs, sepsis, sindrome hepatorrenal, envejecimiento,
vasculopatia diabética, fracaso renal crénico...) o por vasodilatacion de la arteriola

eferente (producido por farmacos inhibidores de la angiotensina Il) (Avendano, 2009).
5.3.1. Fisiopatologia del DRA pre-renal

Como se ha explicado en el apartado 1.4, gracias a la autorregulacion renal el
FSR, y por tanto, la TFG, se mantienen constantes a pesar de las oscilaciones de la
PA sistémica del organismo dentro de un rango determinado de PAM. Por ello, la
hipoperfusion que se presenta en un DRA de tipo pre-renal implica un fallo en los
mecanismos de autorregulacion renal y en los mecanismos de regulacion de la PA
sistémica.

Antes de la aparicidn del DRA tipo pre-renal, se produce en el rifdn una fase de
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compensacion denominada “estado pre-prerenal” en la que se activan los
mecanismos compensatorios tras un estado de hipoperfusion transitoria. En esta fase
hay tres puntos claves: el GC, la fraccion de filtracion (relacion entre el filtrado
glomerular y el FSR) y la proporcion del filtrado glomerular reabsorbido por los
tabulos. Una disminucion del GC se traduce en una disminucion del FSR. Como se ha
explicado en el apartado 4.3, ante una bajada del FSR se produce un aumento de las
RVR para mantener la PPR, y con ello, la TFG. Ademas, en esta situacion se aumenta
la fraccion de filtracion y la fraccion de fluido filtrado absorbida en la zona tubular
(Macedo y Metha 2010). EL SRAA, el SNS y la secrecion de vasopresina/ADH tienen un
papel clave en esta fase compensatoria. El fallo en cualquiera de estos mecanismos
que mantienen este estado pre-prerenal desembocaria en el DRA de tipo pre-renal.

Mas concretamente, como se ha mencionado en el apartado 4 existen
numerosas vias de sefalizacién implicadas. En resumen, los mecanismos de
regulacion sistémica y renal esenciales para contrarrestar una situacion de
hipoperfusion renal son los siguientes:

e Efecto miogénico: La arteriola aferente se contrae rapidamente para
contrarrestar esa disminucion de la presion de perfusion.

e RTG: Las células de la macula densa detectan esa disminucion en la TFG a
través del Na" que llega a ellas. Como consecuencia, activan la liberacion de
renina y del SRAA.

e Liberacion de renina mediada por los barorreceptores situados en las células
granulares.

e Activacion del SNS: Los barorreceptores situados en el arco aértico detectan la
hipovolemia. Para contrarrestar dicha situacion el SNS estimula la liberacion
de renina en las células granulares, la liberacion de ADH por parte de la
glandula pituitaria, la contraccion directa de la arteriola aferente y eferente
(via a-adrenoreceptores), la reabsorcion de Na® en la zona tubular y la
liberacion de epinefrina (adrenalina) por las glandulas adrenales.

e La hipovolemia es detectada por los receptores de distension situados en la
auricula derecha. No se estimula la liberacion del PNA ni del PNB, lo que
favorece la liberacion de renina y la accion de la angiotensina Il, asi como una

reabsorcion de Na® en la parte tubular de la nefrona.
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5.3.2. Farmacos que alteran la funcién renal

Los farmacos que alteran la funcionalidad renal interfieren con la capacidad del
rindon para mantener la TFG, para diluir o concentrar la orina y para eliminar K
(Avendano, 2009). Los farmacos mas comunes con estos efectos adversos son los
AINEs, los inhibidores de angiotensina Il y los diuréticos, que explicaremos

ampliamente en los siguientes apartados.

6. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

6.1.La enzima ciclooxigenasa en el rifién

Los AINEs son una de las familias de farmacos mas prescritas en el mundo
debido a su efecto analgésico, antipirético y antiinflamatorio. Se estima que en
Estados Unidos se prescriben mas de 70 millones de AINEs anualmente (Awodele y
cols., 2015) ya que mas de 30 millones de personas consumen diariamente algln tipo
de AINE en este pais. En Espaina se venden mas de 40 millones de estos farmacos
segln el informe farmaco-terapéutico del Sistema Nacional de Salud de Espana de
2009 (Loza, 2011). Existe una gran variedad de farmacos dentro de esta familia que
pueden ser adquiridos sin prescripcion y que se utilizan para tratar numerosas
afecciones en la clinica relacionadas con dolor agudo o cronico. Los AINEs inhiben la
sintesis de PGs, moléculas implicadas en los procesos inflamatorios, mediante la
inhibicion de la molécula ciclooxigenasa (COX), enzima clave en la sintesis de las
PGs. Sin embargo, estos farmacos presentan efectos renales adversos, ya que la
enzima COX tiene un papel fundamental en la homeostasis renal. La sintesis de
prostaglandinas a partir del acido araquidonico se puede dividir en tres fases

detalladas en la figura 11 (Dunn y Zambraski, 1980; Nasrallah y cols., 2007).

29



INTRODUCCION

Fase 1 & ‘ .
DININDNNN)  Membrana
e plasmatica

Fosfolipasa v
(PLAO PLC) Acido araquidénico
Fase 2
Ciclooxigenasa 20, =~
PGH Sintasa
Peroxidasa 2" ™
A 4
PGl, ¢ PGH2 > XA,
PGl, Sintasa TXA, Sintasa
PGH-PGE
Fase 3 isomerasa
A 4
PGE;

Figura 11. Esquema de la sintesis de prostanoides (adaptada de Diaz-Casasola,
2015).

En el rindn existen dos isoformas de la enzima COX, COX-1 y COX-2. La enzima
COX-1 es una enzima constitutiva que se expresa en los tubulos colectores, en las
células mesangiales del glomérulo, en la vasculatura renal (Harris y Breyer, 2001), en
las células epiteliales de la capsula de Bowman y en las células intersticiales (Cheng
y Harris, 2004). Esta isoenzima se encarga del control de la hemodinamica renal y de
la TFG (Horl, 2010). Por otra parte, la isoenzima COX-2 actla como una enzima
inducible que se expresa en el rifidon tras un estimulo danino o inflamatorio, aunque,
en la actualidad, se ha demostrado que COX-2 también existe de forma constitutiva
en el rindn de los mamiferos adultos. Se expresa abundantemente en las células
intersticiales de la médula renal (especialmente en las células de la papila) (Cheng y
Harris, 2004), en la rama ascendente cortical del asa de Henle y en las células de la
macula densa (Hao y Breyer, 2008; Gambaro y Perazella, 2003). Recientes estudios
han demostrado que también se localiza en bajas concentraciones en los podocitos,
en las células del musculo esquelético de las arteriolas renales (Harris y cols., 2013;
Cheng y Harris, 2004; Harris y Breyer, 2001), en la vasa recta de la médula renal y en
los tubulos colectores (Kim, 2008). Esta isoenzima se encarga de controlar la
hemodinamica renal (la TFGy el FSR), la liberacion de renina por parte de la macula

densa y la homeostasis de Na*, K" y del agua en el rindn (Gambaro y Perazella, 2003).

30



INTRODUCCION

6.2.COX-2 y la retroalimentacion tubuloglomerular

Como se ha explicado en el apartado 4.3.2, la RTG se encarga de mantener
constante la TFG detectando la concentracion de Na™ que alcanza la macula densa.
Recientes estudios demuestran que COX-2 juega un papel fundamental en la RTG,
concretamente en la liberacion de renina desde las células granulares del aparato
yuxtaglomerular (Harris y Breyer, 2001; Harris y cols., 2004; Green y cols., 2012;
Schnermann, 2001; Harris, 2003; Harris, 2013). Estos estudios observan que la
expresion de COX-2 aumenta en la macula densa en aquellas situaciones en las que la
funcion renal es dependiente de PGs: por ejemplo tras la administracion de
inhibidores de angiotensina Il, la administracion de furosemida, la baja ingesta de sal
o una deplecion de volumen (Harris y cols., 1994; Chengy cols., 1999).

En estas situaciones la perfusion renal esta comprometida y se produce una
disminucion de la TFG transitoria, por lo que las células de la macula densa detectan
una disminucién en la concentracion de Na* en el espacio tubular. Tras detectarlo, la
concentracién de Ca® celular aumentaria, lo que activaria la fosfolipasa A,, paso
limitante en la sintesis de PGs (Persson y cols., 2004). Finalmente, se sintetizarian
PGE; y PGI,, prostaglandinas que estimularian la secrecion de renina desde las células
granulares (Harris y Breyer, 2001). Como consecuencia de esta liberacion, se
sintetiza angiotensina Il, molécula que inhibe la liberacion de renina mediante dos
vias: i) modulando directamente la expresion de COX-2 a través de los receptores de
angiotensina Il tipo 1 AT, (feedback negativo) (Cheng y cols., 1999; Harris y cols.,
2004; Harris, 2003; Zhang y cols., 2006) y ii) indirectamente restableciendo el tono
intravascular (apartado 6.1) (Harris y Breyer, 2001).

Por otra parte, gracias a la enzima COX-2 situada en la macula densa se
sintetizan también PGI, y PGE; encargadas de producir un efecto vasodilatador en la
arteriola aferente (Harris y cols., 1994) con el fin de contrarrestar la accion
vasoconstrictora de la angiotensina Il. Ademas, ciertos estudios demuestran que en
los rifones en los que la funcion renal es dependiente de angiotensina Il, las PGE; y
PGl, se generan mayoritariamente por la via de sintesis de la enzima COX-2 (Hao y
Breyer, 2008).
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Figura 12. Papel de COX-2 en la macula densa (adaptada de Prieto-Garcia y cols.,
2016). SRAA: sistema renina angiotensina aldosterona; COX-2: ciclooxigenasa 2; PGs:
prostaglandinas; PGR: receptor de prostaglandinas; AT;: receptores de angiotensina Il 1.

6.3.AINEs y sus efectos renales adversos

Como se ha explicado en los apartados anteriores, las PGs tienen funciones muy
importantes para mantener una correcta hemodinamica renal. Se sabe que en
condiciones normales, sin estimulos que alteren esta hemodinamica renal, las PGs no
controlan la TFG o el FSR. Sin embargo, estas moléculas tienen un papel crucial en
situaciones en las que disminuye el FSR y por tanto, se produce una disminucion de la
perfusion renal. En este escenario, las PGs son necesarias para contrarrestar la
accion de las moléculas vasoconstrictoras liberadas para mantener la PA y el FSR
(Horl, 2010, Brater, 2002, Dunn y zambraski, 1980).

En estas situaciones la administracion de AINEs puede causar graves efectos
adversos (Brater, 2002; Horl, 2010; Batlouni; 2010):

1) Retencidén de Na+ y edema producido por una inhibicion de la sintesis de
PGE;.
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2) Retencion de K' e hipercalemia debido a la inhibicion de la sintesis de PGl;, a
la liberacion de renina y de aldosterona.

3) DRA con alteracion en la hemodinamica renal, en aquellas situaciones en las
que la perfusion renal ya estaba comprometida y la autorregulacion renal es
necesaria para una correcta funcion renal. Esta situacion puede darse en
ciertas enfermedades hepaticas y cardiacas, en el sindrome nefrotico, en el
dano renal cronico, al sufrir una deplecion de volumen, o como consecuencia
del envejecimiento.

4) Pueden dar lugar a DRA por necrosis tubular en presencia de factores

predisponentes (Hernando, 2009).

7. INHIBIDORES DE LA ANGIOTENSINA II

La angiotensina Il es una de las moléculas principales del SRAA (explicado en el
apartado 4.2), mecanismo esencial en la regulacion de la PA sistémica y de la
autorregulacion renal.

En el rindn, la angiotensina |l es capaz de actuar en diversos lugares: i)
interactua con el SNS, ii) produce vasoconstriccion en la arteriola aferente y eferente
(mayoritariamente en la arteriola eferente) a través de los receptores ATy; iii)
estimula la liberacion de ADH, y por tanto, la retencion de agua en los tubulos
colectores; y iv) promueve la retencion de Na* y agua dependiente de aldosterona
(Te Riet y cols., 2015). La consecuencia final de todos estos procesos es el aumento
de la PA sistémica, del FSR y de la TFG. Ademas, la angiotensina Il estimula la
sintesis de PGs vasodilatadoras en el rifdbn para contrarrestar su accion
vasoconstrictora.

Sin embargo, la angiotensina Il presenta un papel fundamental en la
patogénesis de diversas enfermedades, como la hipertension, el fallo cardiaco y otras
(Yang, 2015; Steckelings y cols., 2009), en las cuales el SRAA se encuentra
desregulado (Crowley y cols., 2006). Por esta razon, la inhibicion de la angiotensina I
a través de los farmacos inhibidores de la enzima conversora de angiotensina (IECAs)
o de los antagonistas de los receptores de angiotensina Il (ARA Il) es la primera
accion terapéutica para tratar dichas dolencias. La figura 13 resume el SRAA y los

puntos de accion de ambos farmacos.
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Figura 13. Resumen del SRAA y del punto de accion farmacolégica de los IECA y los
ARA-Il para inhibirlos (adaptada de Morales-Oliva y Estan-Yago, 2009). IECA: inhibidor de la
enzima conversora de angioteninsina; ARA-II: antagonistas de los receptores de angiotensina
II; R AT;: receptores de angiotensina tipo 1; R AT,: receptores de angiotensina tipo 2.

7.1.Inhibidores de la enzima conversora de angiotensina (IECA)

Los IECA son farmacos antihipertensivos cominmente usados para tratar la
hipertension dependiente de angiotensina IlI, ya que inhiben la sintesis de la
angiotensina Il y la degradacion de la molécula bradicinina debido a la inhibicion de
la enzima conversora de angiontesina Il (ECA) (Erdos, 1990). La ECA es una proteina
glicosilada integral de membrana que actla como una enzima dipeptidil
carboxipeptidasa dependiente de zinc (Harrison y Achayra, 2014), esencial en las dos
vias de senalizacion mencionadas anteriormente. Por un lado, esta enzima cataliza la
conversion de angiotensina | en angiotensina Il, con las funciones explicadas
anteriormente. Ademas, favorece la degradacion de la angiotensina 1,7,
heptapéptido que se forma a partir de la angiotensina | o la angiotensina Il gracias a
la accion de la enzima ECA-Il, homdloga de la enzima ECA. Esta molécula tiene una
accion vasodilatadora, ya que favorece la liberacion de o6xido nitrico, de PGs y del
factor hiperpolarizante endotelial (FHDE) (Schindley y Bramage, 2007). Por otra
parte, es indispensable para la degradacion de la bradicinina en fragmentos inactivos
(figura 12). La bradicinina es un metabolito esencial del sistema calicreina-cinina que

presenta diversas funciones en el rifdn: i) tiene un efecto vasodilatador ya que
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estimula la sintesis de las PGs renales (Schor, 1992) y ii) posee un efecto natriurético
actuando directamente en los tubulos renales. Ademas, esta molécula es capaz de
estimular la produccion de o6xido nitrico en la vasculatura renal, con un efecto
vasodilatador en dicha arteriola (Schor, 1992). Diversos estudios sugieren que la
bradicinina juega un papel fundamental en el efecto anti-hipertensivo de los
farmacos IECAs ya que el tratamiento combinado de estos medicamentos con
antagonistas de la bradicinina reducen su efecto anti-hipertensivo (Brown y Vaughan,
1998).

Existen tres grupos dentro de esta clase de farmacos en funcion del grupo por
el que el ligando se une al zinc del centro activo de la enzima. El primer grupo,
representado por el farmaco captopril, presenta el grupo sulfhidrilo para su union al
ligando. El segundo grupo representado por los farmacos trandolapril y enalapril,
tiene un grupo con dicarboxilo en su centro activo. Por ultimo, el tercer grupo
representado por el medicamento fosinopril, se caracteriza por tener un grupo con
fosforo para dicha unidon. A excepcion del captopril y lisinopril, la mayor parte de
estos farmacos actuan como pro-farmacos que precisan de transformacion previa a
nivel hepatico (Golany cols., 2012).

La inhibiciéon de la ECA tras la administracion de estos farmacos produce, por
una parte, la inhibiciéon de la formacién de angiotensina Il y de la degradacion de la
bradicinina, y por otra parte, la activacion de la sintesis de angiotensina 1,7. Como
consecuencia, se inhibe la vasoconstriccion mediada por la angiotensina I, la
retencion de agua y sodio mediada por la aldosterona y la reabsorcion de agua en el
tUbulo colector llevada a cabo por la ADH. Ademas, se potencia una vasodilatacion
gracias a la sintesis de angiotensina 1,7 y a la no degradacion de la bradicinina. Todo
ello, produce una disminucion del volumen circulante y de las RVP, lo que se traduce

en una disminucion de la PA.

7.2.Antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARAs)

Los ARA Il (losartan, ibersartan, telmisartan...) son farmacos anti-hipertensivos.
Impiden la union de la angiotensina Il a los receptores AT;, los cuales estan
implicados en procesos de vasoconstriccion, liberacion de aldosterona, retencion de
agua y Na“, remodelado vascular y estrés oxidativo (Weir, 2007). En el rindn existen
dos tipos de receptores para la molécula angiotensina Il, los receptores de tipo ATy

de tipo AT,. Siempre se ha considerado que el receptor de tipo AT, es el responsable
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de la mayoria de los efectos biologicos de la angiotensina Il en la regulacion de la PA.
Sin embargo, recientes estudios demuestran que el receptor de tipo AT, también se
encuentra implicado en estos procesos (Escalante, 2004), con funciones opuestas a
los de tipo AT; (Carey y cols., 1999). Los receptores AT, se distribuyen por todos los
tejidos del adulto, en particular, en el corazon, los vasos, el rindn, el endotelio y el
SNC. Los receptores AT, predominan en los tejidos fetales y disminuyen tras el
nacimiento. En el adulto se pueden encontrar pequeias cantidades en el riidn, las
glandulas adrenales, el corazon, el cerebro, el Gtero y el testiculo. El descubrimiento
de que los procesos fisiopatologicos de la angiotensina Il en las patologias en las que
esta involucrada es mediado por los receptores AT, fue la base para desarrollar los
farmacos ARA Il (Tamargo y cols., 2006).

La inhibicion de los receptores AT, provoca una pérdida de la vasocontriccion
mediada por la angiotensina Il, una disminucién del tono del SNS, una reduccion de
los niveles de ADH, aldosterona y endotelina-1. Ademas, la angiotensina Il sintetizada
puede unirse a los receptores AT, los cuales pueden incluso aumentar su expresion,
lo que activa una respuesta vasodilatadora, antiproliferativa, anti-inflamatoria y
natriurética mediada por el d6xido nitrico y la bradicinina (Carey, 2017; Tamargo y
cols., 2006). En su conjunto, se produce una reduccién de las RVP y del volumen

circulante, y como consecuencia, una disminucion de la PA.

7.3.IECA/ARA 1l y sus efectos renales

Los farmacos que inhiben la angiotensina Il (IECA o ARA Il) presentan efectos
renales beneficiosos en diversas patologias cuando la perfusion renal no se encuentra
alterada. En muchas enfermedades renales, tales como la nefropatia diabética o la
insuficiencia renal cronica, el uso de estos farmacos es muy comun para paliar la
proteinuria (Marin y cols., 2008). El SRAA esta intimamente relacionado con la
filtracion de proteinas a través de la barrera de filtracion glomerular debido a los
receptores de angiotensina Il situados en los podocitos. La union de la angiotensina Il
a los receptores AT, produce un cambio en el citoesqueleto de estas células y como
consecuencia, cambios en la integridad de la barrera de filtracion (Schiebl y Castrop,
2013) los cuales favorecen el paso de proteinas. Por ello, la inhibicion de este
sistema produce una disminucion de las proteinas que atraviesan la barrera de

filtracion glomerular.
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Sin embargo, como se ha explicado anteriormente, en diversas situaciones el
mantenimiento de la TFG es dependiente de la angiotensina Il ya que la PPR esta
comprometida (por ejemplo ante una deplecion de volumen, un fallo cardiaco, una
estenosis renal o ante el tratamiento con agentes vasoconstrictores tales como un
AINE o la ciclosporina). En este escenario este tipo de farmacos puede desencadenar
una DRA en el que los parametros hemodinamicos se encuentren alterados (Hricik y
Dunn, 1990; Brown y Vaughan, 1998). En una situacion de hipoperfusion renal, la
inhibicion de la angiotensina Il produce una disminucion de la RVR debido a la falta
de su efecto vasoconstrictor. Este tipo de DRA se conoce como una insuficiencia renal
reversible (Schoolwert, 2001) o DRA de tipo pre-renal que sera reversible tan pronto
como el farmaco se elimine.

Estos farmacos también se encuentran asociados a la aparicion de
hipercalemia, debido a la disminucion en la sintesis de aldosterona en la glandula
suprarrenal, al descenso de la llegada de Na" en la parte distal de la nefrona, a una

funcion anormal del tubulo colector y a una absorcion excesiva de K™ (Raebel, 2012).

8. Diuréticos

8.1.Generalidades de los diuréticos

Los diuréticos son una clase quimicamente heterogénea de farmacos utilizados
para tratar diversas enfermedades renales y cardiovasculares relacionadas con
edema o hipertension. Ademas, se utilizan para tratar algunas formas de DRA (Ejaz y
Mohandas, 2014; Prowle y cols., 2014). El efecto final de todas las clases de los
diuréticos es la reduccion del volumen extracelular, debido a la inhibicion de la
reabsorcion de solutos y agua a lo largo de la parte tubular de la nefrona. Esta
familia de farmacos se clasifica segiin su potencia farmacoldgica en tres grandes
grupos: i) diuréticos de maxima eficacia (diuréticos del asa); ii) diuréticos de eficacia
media (aquellos que actuan en el tubulo distal); iii) diuréticos de eficacia ligera
(llevan a cabo su accion en el tdbulo proximal). Ademas, segin su mecanismo de
accion para inhibir la reabsorcion tubular, se pueden diferenciar cinco tipos de
diuréticos. La tabla 2 resume la clasificacion, el mecanismo de accion y diversos

ejemplos de los tipos de diuréticos principales (Roush y cols., 2014).
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DIURETICOS DE

MAXIMA EFICACIA Diuréticos del asa

Tiazidas

DIURETICOS DE
EFICACIA MEDIA

Ahorradores de potasio

Inhibidores de la
anhidrasa carbodnica

DIURETICOS DE
EFICACIA LIGERA

Diuréticos osméticos

Inhibicion del
cotransportador NKCC
(asa de Henle y la
macula densa)

Inhibicién del
cotransportador NaCl
(tabulo contorneado

distal)

Antagonista de la
aldosterona

Inhibicién de la
disociacion
del HCO4 en agua y CO,

Alteracion de la osmosis

Furosemida, torasemida

Hidroclorotiazida

Espironolactona,
eplerenona,

Acetazolamida

Manitol

a lo largo del tabulo renal

Tabla 2. Mecanismo de accion de los principales grupos de diuréticos.

La deplecion de volumen que producen los diuréticos es detectada por el

organismo con el fin de activar todos los mecanismos reguladores para evitar una

disminucion de la PA sistémica (Petersen, 1999):

Los barorreceptores situados en el arco aortico y en los senos carotideos
detectan la disminucion de volumen extracelular, por lo que estimulan la
liberacion de vasopresina/ADH desde el hipotalamo y epinefrina/adrenalina en
la médula adrenal.

Los receptores de distension situados en la auricula detectan una disminucion
del GC por lo que se inhibe la liberacion del PNA.

Los mecanorreceptores y los quimiorreceptores situados en el rindn detectan la
disminucion del FSR y activan el SNS. Como consecuencia, se produce
vasoconstriccion sistémica, liberacion de renina y reabsorcion de iones y agua.
Ademas, como se ha explicado anteriormente, estos barorreceptores renales son

capaces de inducir directamente la liberacion de renina.
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8.2.Los diuréticos y sus efectos renales

En el area clinica, los diuréticos se utilizan en muchas ocasiones para aumentar
el flujo urinario en diversas formas de DRA, con el fin de conseguir eliminar los
desechos del organismo, evitar la obstruccion tubular e impedir que se produzcan
acumulos de fluidos no filtrados en el intersticio renal.

Ademas, existen diversos estudios que demuestran que el DRA asociado a
oliguria tiene un peor prondstico que aquel en el que no se observa disminucion del
flujo urinario (Avendaio, 2009). Por otro lado, los diuréticos del asa disminuyen el
consumo de oxigeno de las células tubulares renales, de forma que podrian disminuir
el riesgo de sufrir un dano isquémico en esta zona renal (Karajala y cols., 2009). Sin
embargo, nimeros estudios demuestran que los diuréticos, aln aumentando el flujo
urinario de los pacientes, no favorecen la recuperacion de la funcion renal, pudiendo
llegar a ser incluso perjudiciales en determinadas situaciones (Ejaz y Mohandas,
2014). Ademas, la combinacion de estos farmacos con otros medicamentos como
AINEs, medios de contraste, antibioticos o inhibidores de la angiotensina Il pueden
dar lugar a un DRA (Wuy cols., 2014). Por otra parte, los diuréticos pueden producir
alteraciones en el balance de los electrolitos y del agua debido a su mecanismo de
accion y desembocar en patologias tales como hipocalemia, hipercalemia, alcalosis o

acidosis metabdlica e hiponatremia.
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BLOQUE II: NUEVOS HORIZONTES EN EL DIAGNOSTICO DEL DRA

Como se ha explicado en el apartado anterior, el DRA es una pérdida repentina
de la funcion renal. Este estado de disfuncion puede permanecer largos periodos de
tiempo, lo que puede dar lugar al deterioro de otros érganos como los pulmones, el
higado o el cerebro, pudiendo ocasionar un fallo multiorganico y comprometer la vida
del paciente (Sancho Martinez y cols., 2015). De acuerdo con los tres sistemas de
estratificacion mas usados para clasificar el grado de DRA, denominados RIFLE,
KDIGO y AKIN (Sutherland y cols., 2015; Thomas y cols., 2015), no se considera DRA
hasta que la concentracion de creatinina plasmatica aumenta respecto a la
concentracion plasmatica basal (Thomas y cols., 2015), por lo que el diagnostico de
esta patologia se basa en este parametro. Sin embargo, es necesario que la TFG se
reduzca un 60-70 % para que la creatinina aumente en el plasma, por lo que el
sindrome es detectado cuando la lesion esta instaurada en el rifon (figura 14). Por
ello, la creatinina plasmatica presenta grandes limitaciones para detectar la
disfuncion renal y puede ser inexacta en muchas ocasiones. Estos datos, junto con el
hecho de que no se conoce ninguna terapia mas que la dialisis para el DRA
(Westenfelder, 2011), reflejan la necesidad de desarrollar procedimientos
diagndsticos que permitan detectar precozmente este sindrome, con el fin de
disminuir la morbimortalidad asociada.

En la actualidad, la investigacion se centra en el estudio de otros
biomarcadores, tanto urinarios como plasmaticos, capaces de diagnosticar el DRA de
forma precoz y diferenciar la etiologia del mismo. Algunas de estas moléculas motivo
de estudio, como NGAL (del inglés neutrophil gelatinase-associated lipocalin) o KIM-1
(del inglés kidney injury molecule-1) se estan validando en estudios clinicos (Haase y
cols., 2009; Torregrosa y cols., 2015; Shinke y cols., 2015), tras cientos de estudios
en modelos animales y celulares (Kaucsar y cols., 2016; Palm y cols., 2016; Sinha y
cols., 2013). Sin embargo, estas proteinas son de baja especificidad y no son capaces
de discernir el tipo de DRA.

Ademas, el DRA aparece comunmente en individuos enfermos que pueden
presentar patologias asociadas u otros factores que pueden actuar como factores de
riesgo a desarrollar dicha patologia renal. La deshidratacion, el envejecimiento, la
existencia de ciertas patologias asociadas (como la diabetes, la enfermedad renal
cronica o la insuficiencia cardiaca) o la administracion de farmacos, pueden

predisponer al individuo a desarrollar un DRA en determinadas circunstancias, como
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por ejemplo, ante la administracion de otro farmaco potencialemente nefrotoxico o
ante un procedimiento quirurgico.

Por ello, la capacidad de identificar ese riesgo asociado seria de gran utilidad
clinica para llevar a cabo un diagnostico preventivo y personalizado que permitiria
disminuir la incidencia de esta enfermedad. Como se ha mencionado en el apartado
anterior, la nefrotoxicidad juega un papel crucial en la incidencia del DRA. La
administracion de farmacos potencialmente nefrotoxicos en dosis no tdxicas para el
rindn puede sensibilizar al individuo a desarrollar un dafo renal. Este nuevo concepto
de riesgo o susceptibilidad al desarrollo de esta patologia se ha reproducido en
diferentes modelos de ratas de laboratorio en nuestro grupo de investigacion con
farmacos potencialmente nefrotoxicos (Quiros y cols., 2010; Vicente-Vicente y cols.,
2015) y con la exposicion cronica a sustancias medioambientales potencialmente
nefrotoxicas (Vicente-Vicente y cols., 2013). Ademas, en estos estudios de
susceptibilidad renal se han identificado en la orina potenciales biomarcadores
capaces de predecir el riesgo al desarrollo de este sindrome renal.

Todos estos estudios muestran un nuevo horizonte en el diagnostico preventivo
del DRA. Ser capaces de detectar qué individuos son mas sensibles a desarrollar este
sindrome permitiria minimizar notablemente la aparicién y el desarrollo de esta

patologia.

Diagnoéstico

Diagnostico
preventivo

precoz

Riesgo < DRA subclinico < DRA s
Creatinina
plasmatica

Figura 14. Concepto de DRA segun los criterios de KDIGO, RIFLE y AKIN, su
diagnéstico preventivo y precoz (adaptada de Prieto-Garcia L. y cols., 2016).
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9. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DEL DRA

De acuerdo a la definicion de DRA explicada en el apartado 1.5, la disminucion
de la TFG y el aumento de los compuestos nitrogenados en la sangre es el primer
analisis diagndstico de este sindrome. Sin embargo, discernir la etiologia de dicho
sindrome y, por tanto, determinar el tipo de DRA es un proceso complejo en el area
clinica. La valoracion clinica debe tener en cuenta que el DRA es un proceso
multifactorial, dinamico y en muchas ocasiones con etiologias multiples.

El proceso diagnostico del DRA puede englobar diferentes estudios: 1)
determinaciones analiticas basicas en sangre y orina; ii) técnicas de imagen; iii)
estudio histopatologico del tejido renal; iv) aparacion de biomarcadores urinarios o

plasmaticos relacionados con el DRA (Avendaio, 2009).

9.1. Determinaciones analiticas basicas en sangre y orina

Son muchas las determinaciones analiticas basicas que se pueden realizar en
sangre y orina para diagnosticar un DRA y diferenciar el tipo del mismo.

La diuresis se considera un factor determinante en la diagnosis del DRA. En el
area clinica, se denomina oliguria a un volumen urinario inferior a < 0.5 mL/kg/dia y
anuria a la ausencia de diuresis. Los criterios RIFLE y AKIN utilizan la diuresis junto a
los valores de creatinina plasmatica y de la TFG para evaluar el grado de dafo
funcional renal. Sin embargo, el volumen urinario tiene escasa importancia en el
diagnédstico diferencial del DRA, ya que todos los tipos de DRA pueden cursar con
disminucion del volumen urinario y alrededor de un 40 % de los DRA actuales son no
oliglricos (Avendaio, 2009).

Como la definicion de DRA lo indica, la TFG es un parametro esencial para el
diagndstico de dicho sindrome. Se puede medir directamente calculando el
aclaramiento de la inulina (sustancia exégena) o de la creatinina (producto endogeno
derivado de la musculatura esquelética), pues ambas sustancias se filtran facilmente
y no se reabsorben ni secretan en gran medida. Las concentraciones de la urea y de
la creatinina en plasma son marcadores indirectos de la filtracion glomerular. Asi, un
aumento de su concentracion en sangre sugiere una disminucion de la filtracion
glomerular (Meola y cols., 2016).

La concentracion de la creatinina plasmdtica es el valor de referencia para la

diagnosis de un DRA, de acuerdo con su definicion. Ademas, las escalas de RIFLE y
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AKIN utilizan dicho valor para graduar el dafno renal. Sin embargo, su uso en el area
clinica presenta grandes limitaciones, como se ha mencionado en los apartados
anteriores (Pfaller y Gstraunthaler, 1998).

En la orina, la presencia de proteinas o el analisis de los electrolitos pueden
ayudar al diagnéstico diferencial del DRA y facilitar el conocimiento de los procesos
fisiopatolodgicos por los que se ha producido el dano. En condiciones fisioldgicas, la
concentracion de proteinas en la orina es minima debido al correcto funcionamiento
de la barrera de filtracion glomerular que solamente permite el paso de una baja
concentracion de proteinas de bajo peso molecular. Sin embargo, el dafo a dicha
barrera o a las estructuras tubulares de la nefrona provoca la aparicion de grandes
cantidades de proteinas en la orina, concepto que se denomina proteinuria. Este
parametro permite diferenciar el DRA de tipo pre-renal, en el cual no existe ningln
dano estructural, de aquellos en los que si se produce. Ante un dano estructural,
diversos estudios sugieren correlaciones entre la localizacion de la lesion renal y la
presencia de determinadas proteinas en la orina. La tabla 3 muestra las proteinas
excretadas en la orina y la lesion renal que sugieren segin diferentes estudios
(Gazapo y cols., 1996 Onopiuk y cols., 2014; Lisowska-Myjak, 2010; Santos y cols.,
2010). Sin embargo, la especificidad de estos marcadores es muy relativa y ademas,

no diferencian la etiologia del DRA.
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PROTEINA EXCRETADA LESION

Albamina Lesion glomerular

B-2-microglobulina Lesion tubulo proximal

a-1- microglobulina
Proteina unida a retinol (RBP)
Cistatina C
Tamm-Horsfall (THP)

Proteinuria tubular

Fosfatasa alcalina (FAL) Lesion borde en cepillo

Gamma-glutamil-transferaasa (GGT) de la célula tubular

Lactatodeshidrogenasa (LDH),
Glutation transferasa (GST) Lesion celular generalizada

Alanina-aminopeptidasa (AAP),

Tabla 3. Resumen de la correlacion entre proteinas excretadas y la lesion renal
que podrian marcar segun diferentes estudios.

Por otra parte, el analisis de la osmolalidad urinaria asi como la concentracion
de los electrolitos ayuda a diferenciar el DRA pre-renal de los demas tipos de DRA
(apartado 9.4).

9.2.Técnicas de imagen

Este tipo de técnicas tienen un papel determinante en el diagnostico
diferencial del DRA. Permiten estudiar la morfologia renal, conocer el patron de
perfusion en dicho drgano y valorar la existencia de una obstruccion en las vias
urinarias. Dentro de estas técnicas podemos destacar la ecografia, la ecografia
doppler, la radiografia simple de abdomen o la tomografia computarizada. Sin
embargo, su capacidad de resolucion y de penetracion es muy baja, por lo que es un

campo que se encuentra actualmente en desarrollo.
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9.3.Estudio histopatologico del tejido renal

El estudio histopatolégico del rifndn es util para determinar la presencia o
ausencia de dano estructural y poder identificar la localizacion, naturaleza e
intensidad de la lesion. La biopsia renal es poco frecuente en la practica clinica,
aunque el diagndstico de algunas patologias renales requiere este analisis, como en
el caso de la nefritis tubulointersticial aguda (Avendaio, 2009). La mera observacion
de una preparacion de tejido renal, debidamente procesada y tefiida (normalmente
con hematoxilina y eosina) proporciona una idea de las estructuras mas afectadas.
Mediante estudios histoquimicos e inmunocitoquimicos puede detectarse la presencia
o ausencia de antigenos marcadores de dafo menos evidente, de forma muy

localizada en cada estructura y tipo celular.

9.4.Diagné6stico diferencial del DRA pre-renal

La diferenciacion entre un DRA pre-renal y un DRA intrinseco es complicada en
la practica clinica debido a que el DRA puede ser multifactorial. Ademas, en ciertas
patologias como en una sepsis puede ser dificil definir la barrera entre el dafo
funcional y el dafo estructural y en la isquemia el DRA pre-renal es la antesala a la
aparicion de una NTA (Avendaio, 2009).

Las caracteristicas clinicas de este tipo de DRA son un gran aumento de los
niveles de la creatinina y de la urea en plasma debido a esa disminucion en la TFG
por la situacion de hipoperfusion sostenida. Ademas, se produce un aumento en el
ratio urea/creatinina plasmatica y una disminucion del volumen de orina excretado
debido a la reabsorcion de urea y agua producida por los niveles elevados de ADH
(Blantz, 1998). La fraccion excretada de Na' es un parametro que se encuentra
disminuido en un DRA pre-renal debido a la reabsorcion elevada de agua favorecida
por la ADH y por el aumento en la secrecion de aldosterona secundaria a la
hipovolemia (Macedo y Metha, 2010). La osmolalidad urinaria es evaluada en muchas
ocasiones para diferenciar entre el DRA renal y pre-renal ya que una osmolalidad
urinaria disminuida indica un dafno tubular temprano. La tabla 4 resume los

principales parametros estudiados para diferenciar ambos tipos de DRA.
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, DRA
PARAMETRO DRA PRE-RENAL RENAL/INTRINSECO
EFNa (%) <1 Z

Na+ urinaria

(mEq/L) <20 0
Cru/Crp >20 <15
Uu/Upl >10 =i

Tabla 4. Parametros estudiados para diferenciar el DRA de tipo pre-renal del
renal o intrinseco. EFNa: excreccion fraccional de sodio; Cru: creatinina urinaria; Crpl:
creatinina plasmdtica; Uu: urea urinaria; Upl: urea plasmdtica.

10. DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DIFERENCIAL

Ademas de conocer el tipo de DRA que se produce en un individuo, poder
conocer la causa que esta produciendo la patologia mejoraria el diagndstico de este
sindrome y su tratamiento. Diferenciar el dano renal causado por un farmaco o
agente determinado del ejercido por otros (Cataldi y cols., 2002) seria de gran
utilidad en el area clinica, sobretodo en pacientes polimedicados o con
comorbilidades asociadas. La identificacion de biomarcadores que permitan conocer
el agente causante del dano renal facilitaria un tratamiento individualizado con un
mayor pronoéstico de recuperacion. Nuestro grupo de investigacion ha identificado
dos potenciales biomarcadores urinarios capaces de diferenciar el dano producido
por dos farmacos potencialmente nefrotoxicos. En este estudio se demostré que las
proteinas gelsolina y Reg-llI-B (del inglés regenerating islet-derived protein Ill)
aparecian en la orina de ratas con dano renal producido tras la administracion de
gentamicina y sin embargo no estaban presentes en la orina de ratas con dano renal
producido por la administracion de cisplatino (Ferreira y cols., 2011). Estos
resultados abren un nuevo horizonte en la investigacion en el diagnostico etiologico

diferencial del DRA y apoyan la utilidad de la busqueda de biomarcadores que puedan
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facilitar y delimitar el diagnostico de esta patologia.

11. DIAGNOSTICO TEMPRANO Y PREVENCION DEL DRA

Como se ha mencionado en el apartado anterior, la comunidad cientifica actual
se centra en la bUsqueda de biomarcadores que sean capaces de detectar el DRA
cuando el proceso fisiopatoldgico esta comenzando, con el fin de conseguir un
diagndstico temprano que mejore el prondstico de cada paciente. Ademas, una
nueva vertiente cientifica tiene como finalidad encontrar marcadores que permitan
determinar el riesgo asociado de cada individuo a desarrollar un DRA, lo que
permitiria llevar a cabo un diagnostico preventivo del DRA antes de que el sindrome
se desarrolle.

El biomarcador ideal para el DRA seria aquella molécula que: i) se pueda medir
de forma rapida y no invasiva (en plasma u orina); ii) posea alta sensibilidad para
facilitar la deteccion temprana del sindrome; iii) sea altamente especifica con el fin
de diferenciar el DRA pre-renal, el DRA intrinseco y la enfermedad renal cronica; iv)
sea capaz de predecir el pronostico de la enfermedad (gravedad y duracion del DRA);
v) pueda guiar en el inicio de la terapia a seguir y vi) facilite la monitorizacion de la
respuesta a las diferentes intervenciones (Devarajan, 2011). Sin embargo, es dificil
pensar que una uUnica molécula sea capaz de indicar todo lo anteriormente descrito.
Por ello, en la actualidad las investigaciones en el diagndstico preventivo y temprano
del DRA se centran en el estudio de un panel de marcadores que, en su conjunto,

puedan describir todas las caracteristicas mencionadas.

11.1. Diagnoéstico temprano del DRA

Antes de la aparicion del DRA como su concepto lo indica, en el rifon se
producen un conjunto de alteraciones estructurales y funcionales, estado conocido
como “DRA subclinico” (Sancho y cols., 2015). En los ultimos anos numerosos estudios
intentan correlacionar la presencia de diferentes moléculas en el plasma o en la
orina con los procesos fisiopatoldgicos tempranos que ocurren en dicho estadio de
DRA subclinico. Muchos de estos nuevos biomarcadores aparecen en estos fluidos
bioldgicos como respuesta temprana al estrés producido en el rifdn, antes de que se
produzca un aumento de la concentracion de la creatinina plasmatica como

consecuencia de una funcion renal deteriorada (Devarajan y Murray, 2014). La tabla
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5 resume las principales moléculas estudiadas como posibles biomarcadores de un

DRA temprano, su procedencia y su funcion fisiologica en el organismo.

. . Regula el transporte de hierro.
Tubulo distal y ; .
NGAL o Promueve la supervivencia celular del
tdbulo colector :
tabulo.
KIM-1 Tabulo proximal Promueve la regeneracion epitelial.
Regula la apoptosis.
Cistatina C Células nucleadas Se reabsorbe'por L) C(?IUIHS
renales del tubulo proximal
, ) Promueve la apoptosis y la
IL-8 Tubulo proximal necrosis de las células tubulares
c . Antioxidante
L-FABP LR Inhibe el dafio tabulo-intersticial
. Sintetizada en el higado y Evita la formacion de calcificaciones
Fetuin A . ., . .
secreatada a la circulacién  en el muisculo esquelético
p2zM Células nucleadas cSi:I ;Eiﬁ?:r:rzx?;ra:as e
Calbindina Tubulo distal Promueve el transporte de Ca?*
. . Forma parte de la barrera
Nefrina Fergle de filtracién glomerular
IGFBP-7 Ubicuo Actlia como supresor tumoral
Regula la senescencia tumoral
. Regula la parada del ciclo
TIMP-2 Heaete celular en la fase G1
PAI-1 Endotelio Inhibe la fibrinolisis
NAG Células del tubulo proximal el by h'dm"S',s _de
los enlaces glucosidicos

Tabla 5. Principales biomarcadores correlacionados con el DRA temprano
(Devarajan y Murray, 2014; Alge y Arthut, 2015; Vanmassenhove y cols., 2013; Camici, 2007;
Adiyanti y Loho, 2012) NGAL: lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrofilos; KIM-1:
molécula de dafio renal 1; IL-8: Interleukina 8; L-FABP: proteina hepdtica fijadora de dcidos
grasos; IGFBP-7: proteina de unién al factor de crecimiento similar a la insulina; TIMP-2:
Inhibidor tisular de la metaloproteinasa 2; PAl-1: Inhibidor del activador de plasmindgeno;
NAG, N-acetyl-beta-D-glucosaminidasa; B2M: B-2-microglobulina.
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Como se puede observar en la tabla, son muchos las moléculas sugeridas por la
comunidad cientifica como potenciales marcadores del DRA en su fase inicial. De
todos ellos, los biomarcadores NGAL o KIM-1 son los mas estudiados en fase clinica
(Haase y cols., 2009; Torregrosa y cols., 2015; Shinke y cols., 2015), y en modelos
animales y celulares (Kaucsar y cols., 2016; Palm y cols., 2016; Sinha y cols., 2013).
Diferentes estudios han demostrado que la molécula KIM-1 es un buen marcador para
diferenciar el DRA (especialmente asociado a la NTA) y otros tipos de dafno renal,
como la enfermedad renal cronica (Coca y cols., 2008). Por otra parte, numerosos
estudios verifican el papel de la proteina NGAL como biomarcador diagnostico
temprano del DRA, en multitud de situaciones clinicas comunes (Devarajan, 2011).
Ademas, se estan desarrollando nuevas tecnologias que permitan medir estos
biomarcadores facilmente en el area preclinca y clinica.

Sin embargo, NGAL y KIM-1 aparecen en la orina cuando el insulto ha producido
un dano estructural que no conlleva pérdida de la funcion renal. En este contexto,
existen otros biomarcadores como, por ejemplo, IGFB-7 (del inglés insulin like
growth factor binding protein 7)o TIMP-2 (del inglés tissue inhibitor of
metalloproteinase 2), proteinas relacionadas con la parada del ciclo celular, que
aparecen en la orina antes de que se produzca un dano estructural, hecho que los
convierte en biomarcadores realmente Utiles para la deteccién precoz del DRA.
Existen estudios clinicos que han verificado el poder de estas dos proteinas para
predecir el DRA en un estadio muy temprano en pacientes tras una cirugia cardiaca
(Meersch y cols., 2014) o una cirugia no cardiaca (Goczce y cols., 2015). Ademas, se
ha desarrollado un rapido test denominado Neprhocheck que ya se esta
comercializando en Estados Unidos (Edwards, 2015), que permite medir las
concentraciones de ambas proteinas en la orina con el fin de predecir el DRA en los
pacientes antes de que se desarrolle.

Sin embargo, estos biomarcadores no poseen las caracteristicas de biomarcador
ideal mencionadas anteriormente. La gran mayoria de los marcadores descritos no
son capaces de identificar la causa que produce el DRA. NGAL presenta una baja
selectividad ya que aparece en sindromes inflamatorios, por lo que se considera u
potencial biomarcador en otros tipos de patologias como en la preeclampsia, en las
alergias o en el dano renal cronico (Giasson y cols. 2011). Ademas NGAL o KIM-1

también se han relacionado con las fases de recuperacion del tejido renal tras el
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insulto (Sinha y cols., 2013), lo que demuestra su baja especificidad como
marcadores precoces de DRA.

Debido a la dificultad de encontrar una Unica molécula que determine el estado
renal ante diferentes insultos, los estudios cientificos intentan encontrar un panel de
biomarcadores que reflejen en su conjunto toda la informacion requerida en el
concepto de biomarcador ideal anteriormente descrito (McCaffrey y cols., 2015;
Parikh y cols., 2013). El organismo presenta una gran red de vias de senalizacion que
se activan y modulan segun los requisitos fisiologicos y fisiopatologicos. Por ello, es
logico pensar que el estudio de los niveles de diferentes moléculas en los fluidos
bioldgicos, y no de una Unica molécula, pueda describir los procesos fisiopatologicos
que estan ocurriendo en el interior del organismo.

Hasta el momento podemos considerar que la aparicion de estas moléculas en
la orina sugieren la alteracion de las estructuras renales y/o del metabolismo celular
fisiologico. Aunque su utilidad en el diagndstico precoz del DRA se encuentra en
proceso de validacion, estos biomarcadores pueden utilizarse para discernir el tipo
de DRA precozmente, diferenciando aquellos en los que se produce un dano de las
estructuras renales y/o en el metabolismo celular, de aquellas en las que el

parénquima renal se mantiene integro.

11.2. Diagnéstico del riesgo de desarrollar un DRA

La figura 15 define el concepto de riesgo o sensibilizacion de desarrollar un
DRA, situado en el punto en el que el dafo renal no se ha instaurado en el 6rgano
pero ya aparecen complicaciones que lo diferencian de su estado sano. Existen
determinados factores que se asocian con un mayor riesgo de que un paciente
desarrolle un DRA. Dentro de estos factores de riesgo podemos diferenciar los
indicadores de riesgo relacionados con el paciente y aquellos relacionados con el
procedimiento diagndstico y terapéutico (Avendaio, 2009).

Las caracteristicas innatas de un paciente, tales como su sexo o sus factores
genéticos, pueden aumentar el riesgo de sufrir un DRA. Aparte de esta predisposicion
innata, cada individuo posee una predisposicion de desarrollar este sindrome
adquirida a lo largo de su vida, como respuesta a comorbilidades, a tratamientos con
farmacos potencialmente nefrotoxicos aun en dosis no toxicas para el rinén y/o a la
exposicion ambiental de diferentes toxinas. Ademas, la aparicion de un DRA es

comUn en personas que ya presentan otras patologias asociadas. Como se ha
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mencionado anteriormente, la deshidrataciébn o ciertas patologias (cardiacas,
renales...) hacen que una correcta funcion renal sea dependiente de los mecanismos
de autorregulacion, de forma que la inhibicion de las moléculas principales de la
misma por diversos farmacos, precipitara al individuo a desarrollar un DRA. Por
ejemplo, la administracion de los contrastes iodados, farmacos potencialmente
nefrotoxicos, causa un DRA en hasta un 20 % de los pacientes de riesgo. Ademas, una
gran parte de estos pacientes con patologias cardiacas asociadas estan siendo
tratados con AINEs (Goldenberg y cols., 2005).

Diagnéstico

precoz del DRA Disfuncién renal
< D¢ =y
¢ - ) ¢ He »
Tiemga Biomarcadores Blon'.\arcat‘!?res aguoSKico Biomarcadores
: % que identifican basadoenla =3
que identifican | i 58 de progresion del
PR os mecanismos creatinina o
susceptibilidad = P dafio
de dafio plasmatica

Figura 15. Concepto de riesgo o sensibilizacion de desarrollar un DRA (adaptada de
Murray y cols., 2014).

Por otra parte, la edad es un factor de riesgo de desarrollar un DRA debido a
los cambios estructurales que sufre el riidon con el envejecimiento, similares a los
que sufre el rindon en una enfermedad renal crénica (Anderson y cols., 2011).
Multiples estudios en la literatura demuestran que el DRA es mas comun en personas
mayores, ciertas estadisticas muestran que la incidencia anual del DRA es de 17 por
millon en los adultos menores de 50 afos, mientras que asciende a 949 por millon en
ancianos con una edad comprendida entre los 80-89 afos (Rosner, 2009). Ademas,
este grupo poblacional suele presentar comorbilidades asociadas y comiUnmente se

someten a procedimientos invasivos y a terapias con multiples farmacos
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potencialmente nefrotoxicos. Sin embargo, no todos los pacientes de una elevada
edad poseen la misma susceptibilidad a desarrollar un DRA.

Por otra parte, la nefrotoxicidad presenta un papel crucial en la susceptibilidad
renal a desarrollar un DRA. Como se ha mencionado en el apartado 5.1, la
nefrotoxicidad es la causa de un elevado porcentaje de los casos de DRA (Brivet y
cols., 1996). En este sentido, los tratamientos con farmacos potencialmente
nefrotoxicos en dosis no toxicas para el rifndn suponen un factor de riesgo de
desarrollar un DRA, si esta administracion se produce de forma conjunta con otros
farmacos potencialmente nefrotoxicos en dosis subnefrotéxicas, o si dichos
tratamientos se asocian con otros factores de riesgo explicados anteriormente.

Como se indica en la figura 12, durante la fase de riesgo existen complicaciones
en el 6rgano que lo diferencian del rifdn sano. Esas alteraciones producidas pueden
hacer aparecer determinadas moléculas en los fluidos biologicos que nos pueden dar
informacion acerca de los cambios ocurridos en el rifdn. Actualmente, los estudios se
centran en la identificacion de esas moléculas capaces de identificar dicha
susceptibilidad. La correlacion de esta predisposicion a desarrollar un DRA con la
aparicion de un biomarcador o un conjunto de biomarcadores en la sangre o en la
orina es fundamental para llevar a cabo un diagnostico preventivo de la enfermedad.
Estudios previos en nuestro grupo de investigacion (Quiros y cols., 2010) demostraron
que las dosis subnefrotoxicas del antibidtico gentamicina predisponen al individuo a
desarrollar un DRA tras la administracion de un segundo farmaco potencialmente
nefrotoxico, también administrado en dosis no toxicas para el rindn por si mismas.
Ademas, este estudio correlaciond el riesgo de sufrir un DRA tras la administracion a
la gentamicina con la aparicion de la proteina GM,AP, del inglés ganglioside M2
activator protein. En el caso del farmaco antineoplasico cisplatino, nuestro grupo
evidencid que su administracion en dosis sub-nefrotoxicas en ratas de laboratorio
sensibilizaba al rindon a desarrollar un DRA y aumentaba la excrecion de la proteina
fumarilacetoacetasa (Vicente-Vicente y cols., 2015).

Por otra parte, la exposicion cronica a sustancias medioambientales
nefrétoxicas, puede ser considerada un factor de riesgo de desarrollar este sindrome.
Vicente-Vicente y colaboradores demostraron que la exposicion crénica a uranio
predispone a los animales de laboratorio a desarrollar un DRA y esta predisposicion
cronica puede estar correlacionada con la excrecion urinaria de cuatro proteinas
denominadas hemopexina, albumina, transferrina y vitamina D (Vicente-Vicente y

cols., (2015). Todos estos estudios muestran un nuevo horizonte en el diagnostico
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preventivo del DRA. Ser capaces de detectar qué individuos son mas sensibles a
desarrollar este sindrome permitiria minimizar notablemente la aparicion y el

desarrollo de esta patologia.
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OBJETIVOS

En la actualidad no existen modelos animales de experimentacion capaces de
reproducir un DRA de tipo pre-renal, que representa el 60-70 % de todos los casos de
DRA en el area clinica. El riesgo de aparicion de este tipo de dafo renal tras la
administracion conjunta de tres tipos de farmacos que alteran el estado
hemodinamico sistémico y renal se incrementa hasta el 20 %, riesgo denominado
Triple Whammy. Sin embargo, existen estudios que igualan este riesgo al producido
tras la administracién conjunta de dos de esos farmacos, hecho que demuestra la
necesidad de esclarecer los mecanismos fisiopatologicos implicados en este
sindrome.

Ademas, multiples estudios han identificado biomarcadores relacionados con el
DRA intrinseco, en el que se produce un dafno en las estructuras renales. Asimismo,
no existen estudios capaces de relacionar la presencia de alguna proteina en la orina
con el DRA de tipo pre-renal ni con el riesgo de desarrollarlo, avance que ayudaria a
su diagnostico preventivo y diferencial.

Con estos antecedentes nos marcamos los siguientes objetivos para este trabajo

de investigacion:

1. Poner a punto un modelo experimental animal que reproduzca un DRA de tipo
pre-renal tras la administracion conjunta de farmacos que alteren la
hemodinamica sistémica y renal (AINEs, inhibidores de la angiotensina Il y

diuréticos).

2. Estudiar los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a este tipo de dano renal.
Caracterizar el papel de los mecanismos de regulacion de la presion arterial y de

la autorregulacion renal en la terapia individual, doble y triple.

3. lIdentificar en este modelo experimental de rata, por un lado, biomarcadores
urinarios capaces de diferenciar el DRA de tipo pre-renal de otros tipos de DRA y
por otro lado, identificar biomarcadores urinarios capaces de predecir el riesgo

de desarrollar un DRA de tipo hemodinamico.
4. Validar el valor pronostico y diagnostico de los biomarcadores urinarios

identificados en nuestro modelo experimental en pacientes procedentes del

Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario de Salamanca.
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MATERIALES Y METODOS

Puesta a punto
del modelo
experimental
animal de DRA

Caracterizacion
del tipo de DRA

reproducido en

el modelo
experimental

animal

1. ESQUEMA METODOLOGICO GENERAL

Mantenimiento y manipulacion de los animales.
Preparacion y administracion de farmacos.
Recogida de orina mediante jaulas metabdlicas.
Recoleccion de muestras de sangre.

Determinacion de la concentracion de la creatinina plasmatica.

Estudio de la funcion renal mediante la determinacion de: \
. La concentracion de la creatinina en plasma/orina.
=  La concentracion de urea plasmatica.
. La concentracion de proteinas en la orina.
L] La osmolalidad urinaria.
. La concentracion de Na+ en plasma y orina.
. La excrecion urinaria de N-acetilglucosamina.
Histologia: Tincion hematoxilina-eosina. )

Estudio de la
hemodinamica
sistémica y
renal en el

Identificacion de
nuevos
marcadores

urinarios

\

Determinacion de la presion en la cola.

Determinacion del flujo sanguineo renal por sonda Transonic.
Determinacion de la perfusion de la corteza renal por laser
doppler.

Estudio de la expresion génica de renina 'y COX-2 por rtPCR.

Protedmica diferencial.

Validacion mediante la técnica del Western Blot.

J

Validacion
clinica de los
potenciales
biomarcadores

identificados

N

Andlisis de la funcién renal
Estudio del patron de aparicion de biomarcadores urinarios

asociados a DRA mediante la técnica del Western Blot.

J
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Este esquema metodoldgico general se presenta para facilitar la compresion de
la aplicacion de cada una de las técnicas utilizadas. A continuacion, se detalla cada
una de estas técninas agrupadas en los siguientes apartados: i) modelo experimental
animal; ii) técnicas experimentales in vivo; iii) determinaciones bioquimicas; iv)

histologia y v) protedmica diferencial.

2. MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL

2.1. Mantenimiento y manipulacion de los animales

Para la realizacion de este trabajo de investigacion se utilizaron ratas Wistar
macho de 230-250 g de peso al comienzo de cada experimento procedentes del
Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca. Los
animales se mantuvieron en régimen de confinamiento controlado en el animalario
del SEA durante todo el periodo experimental. Estas instalaciones presentan unas
condiciones ambientales constantes (20 °C de temperatura, 60 % de humedad
ambiental, sistemas de renovacion vy filtrado de aire, ciclos de luz y oscuridad cada
12 horas) que facilitan la reproducibilidad de los experimentos. Los animales se
manipularon siguiendo las recomendaciones de la Declaracion de Helsinki y los
principios del cuidado y la utilizacion de los animales de experimentacion estipulados
en las regulaciones internacionales y en las siguientes instituciones europeas y
nacionales: la Directiva Europea 2010/63/UE, la Ley del Estado Espafol 32/2007 de
cuidado de los animales y los Reales Decretos RD1201/2005 y RD 53/2013 sobre la
proteccion de los animales utilizados en experimentacion y en otros fines cientificos.

Todos los animales se alimentaron con una dieta estandar (A@4, Panlab), con la
siguiente composicion: proteina bruta (17,62 % del total), materias grasas brutas
(2,50 %), celulosa bruta (4,05 %), cenizas brutas (4,38 %), almidon (43,30 %), calcio
(0,66 %), fosforo (0,49 %), sodio (0,14 %), humedad (10,54 %), lisina (0,85 %),
metionina (0,29 %), vitamina A (19.900 Ul/kg), vitamina D (1.500 Ul/kg) y vitamina E
(tocoferol) (110 mg/kg).
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2.2. Modelo experimental animal Triple Whammy

Con el fin de reproducir el concepto clinico “Triple Whammy” (explicado en el

bloque | de la Introduccion) en un modelo experimental animal de laboratorio se

disenaron los siguientes grupos experimentales (figura 16):

VI.

VII.

VIII.

Grupo control: animales sin tratamiento utilizados para establecer los
valores normales de los parametros estudiados durante todo el periodo de
experimentacion. Ratas tratadas con el vehiculo (suero salino 0,9 %) y agua
de bebida sin ningln farmaco ad libitum.

Grupo Ibuprofeno (l): Ratas tratadas con el AINE ibuprofeno (Sigma -Aldrich)
en el agua de bebida a una dosis de 400 mg/kg/dia durante 10 dias.

Grupo Trandolapril (T): Ratas tratadas con el IECA trandolapril (Abcam) en el
agua de bebida a una dosis de 0,7 mg/kg/dia durante 10 dias.

Grupo Furosemida (F): Ratas tratadas con furosemida (20 mg/kg/dia)
(Sigma-Aldrich) via intraperitoneal durante 6 dias.

Grupo Ibuprofeno+ Trandolapril (I+T): Ratas tratadas conjuntamente con
ibuprofeno (400 mg/kg/dia) vy trandolapril (0,7 mg/kg/dia) en el agua de
bebida durante 10 dias.

Grupo Ibuprofeno+ Furosemida (I1+F): Ratas tratadas con ibuprofeno (400
mg/kg/dia) en el agua de bebida durante 10 dias y furosemida (20
mg/kg/dia) via intraperitoneal durante 6 dias a partir del dia 4 de
tratamiento con ibuprofeno.

Grupo Trandolapril+ Furosemida (T+F): Ratas tratadas con trandolapril (0,7
mg/kg/dia) en el agua de bebida durante 10 dias y furosemida (20
mg/kg/dia) via intraperitoneal durante 6 dias a partir del dia 4 de
tratamiento con trandolapril.

Grupo Ibuprofeno+ Furosemida+ Trandolapril (I+T+F): Ratas tratadas de
forma simultanea con ibuprofeno (400 mg/kg/dia) vy trandolapril (0,7
mg/kg/dia) en el agua de bebida durante 10 dias y furosemida (20
mg/kg/dia) via intraperitoneal durante 6 dias a partir del dia 4 del

tratamiento combinado de ibuprofeno y trandolapril.
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IBUPROFENO (1)

TRANDOLAPRIL (T)
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Figura 16. Esquema de los grupos experimentales.

Para poder comprender el modelo experimental es necesario definir la

denominacion de los diferentes periodos y dias de tratamiento y recogida de

muestras:

Dia basal: Dia en el que se comienza el periodo de pre-tratamiento. Se
recolectan muestras de sangre y orina antes de comenzar cualquier
tratamiento farmacologico.

Periodo de pre-tratamiento (4 dias): Periodo comprendido entre el dia basal
y el dia 0, en el que se realiza el tratamiento de ibuprofeno, trandolapril,
ambos farmacos o ninguno de ellos dependiendo del grupo experimental.
Dia 0: Dia en el que se finaliza el periodo de pre-tratamiento y se comienza
el tratamiento con la furosemida.

Periodo de tratamiento (6 dias): Periodo entre el dia 0 y el dia 6 en el que
se trata a las ratas con furosemida sin cesar el tratamiento con los otros
farmacos, en aquellos grupos experimentales en los que sea requerido.

Dia 2, 4 y 6: Dias de tratamiento con la furosemida dentro del periodo de

tratamiento.
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2.3. Preparacion y administracion de farmacos

La tabla 6 detalla la preparacion de cada farmaco utilizado para llevar a cabo

el modelo experimental animal anteriormente descrito:

MEDIO DE DOSIS CONCENTRACION

FARMACO LA, ) OBSERVACIONES
DISOLUCION ADMINSTRADA STOCK

Ibuprofeno @ Agua 400 mg/kg/dia 4g/L -
Trandolapril O Agua 0,7 mg/kg/dia 7 mg/L -
. i pH 9,3 (ajustar con
Furosemida I.P NaCl 0.9 % 20 mg/kg/dia 10 mg/mL
NaOH 1 N)

Gentamicina I.P NaCl 0,9 % 150 mg/kg/dia 150 mg/mL -

Minoxidil o Agua 15 mg/kg/dia 0,15 mg/mL -

Hidralazina 0 Agua 20 mg/kg/dia 210 mg/L =

Tabla 6. Preparacion de los farmacos utilizados en el modelo experimental
animal. V.A.: via de administracion; I.P.: intraperitoneal; O: oral; I.G; intragdstrica.

3. TECNICAS EXPERIMENTALES IN VIVO

3.1. Recogida de orina de 24 horas: jaulas metabdlicas.

Durante el desarrollo del modelo experimental se utilizaron jaulas metabdlicas
individuales (Panlab) para la recogida de la orina de 24 horas de los animales. Estas
jaulas estan perfectamente disefadas para separar de forma efectiva la orina de las
heces del animal en tubos externos a la jaula (Kurien y cols., 2004). Los animales se
sitban en un habitaculo de policarbonato transparente donde disponen de comida y
bebida ad libitum. Este habitaculo presenta un suelo de rejilla que permite la caida
de las heces y de la orina a un embudo especialmente disefado para la separacion
entre el liquido y el solido. Este método para la recoleccion de orina resulta
estresante para los animales, de forma que debe realizarse un periodo de
acostumbramiento de 24 a 48 horas antes de la recogida de las muestras y de los

datos, para que el animal pueda acostumbrarse al habitaculo. Aln asi, las jaulas
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metabdlicas se deben utilizar el menor tiempo posible, para evitar la generacion de
estrés en los animales y la alteracion en los resultados del estudio. Antes de la
recogida de la orina se debe anadir aceite mineral (Panreac) al correspondiente
colector para evitar la evaporacion de la orina y azida sodica al 0,1 % para evitar la
contaminacion bacteriana de la muestra.

Tras la recogida de la orina, ésta debe ser procesada para eliminar el aceite
mineral y otros elementos (resto de comida, pelos del animal, etc) con los que se
haya podido contaminar la muestra. Para ello, se centrifuga a 2.000 x g durante 8
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se preparan alicuotas que se
conservaran a -20 °C o -80 °C en funcion del analisis que se vaya a realizar.

En nuestro modelo experimental se mantuvo a los animales en las jaulas
metabdlicas durante un maximo de 6 dias para recoger su orina cada 2 dias. Durante
el pre-tratamiento realizado con los diferentes farmacos segun el grupo
experimental, los animales se mantuvieron en jaulas colectivas para minimizar el

estrés producido.

3.2. Control de la ingesta de la bebida

Se controld la ingesta de bebida de cada animal durante los 10 dias de
tratamiento. Durante el periodo de pre-tratamiento los animales se mantuvieron en
jaulas colectivas, por lo que se estimo la ingesta de bebida individual mediante la
media de la ingesta de bebida colectiva. Durante el periodo de tratamiento, los
animales se mantuvieron en las jaulas metabdlicas, lo que nos permitio llevar un
control individual del volumen ingerido por cada uno de los animales todos los dias.

Se estimo6 el balance hidrico diario de cada animal teniendo en cuenta los
ingresos liquidos diarios (volumen de agua ingerido) y las pérdidas de liquidos
cuantificables (volumen de orina excretada). Este calculo nos refleja solamente una
estimacion aproximada del balance hidrico de cada animal ya que para un calculo
exacto se deben tener en cuenta otras variables tanto de los ingresos de liquidos
(comida, metabolismo celular...) como de la salida de liquidos (heces, sudoracion,

piel, vias respiratorias...).

Balane hidrico = Ingresos liquidos — egresos liquidos
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3.3. Recoleccion de muestras de sangre y plasma

Se recolectaron muestras de sangre de los animales mediante la canulacion de
la vena caudal situada en la cola del animal. Se anestesi6 a los animales con
anestesia inhalatoria isofluorano (Vetflurane, Virbac) al 4 % para inducir y del 1,5 al
3 % para mantener a los animales anestesiados (Zuniga y cols., 2008), con el fin de
evitar dolor al animal y facilitar la manipulacion al investigador. Para canular la vena
caudal se utilizo un catéter de 25 G (BD Insyte) y se recogid la sangre directamente
del catéter con la ayuda de capilares heparinizados o sin heparinizar (Deltalab)
dependiendo de los requerimientos experimentales. Su contenido fue depositado en
tubos tipo eppendorf y éstos fueron centrifugados a 7.000 x g, 4 °C durante 4
minutos para la obtencion del plasma y de los restos celulares. El plasma fue

conservado a -20 °C para su posterior analisis.

3.4. Determinacion de la presion arterial en la cola por

esfigmomanometria

La PAS se determind mediante un método no invasivo de medida en la cola del
animal. Es un método simple y no traumatico que permite trabajar con el animal
despierto y realizar un seguimiento del mismo durante un largo periodo de tiempo.
Sin embargo, es necesario habituar al animal a este tipo de manipulacion para
minimizar su estrés y obtener resultados fiables y reproducibles. Se utilizé un equipo
NIBP, que consta de un equipo base conectado a un pletismografo (LE 5002, Panlab),
asociado a un software especifico instalado en un equipo informatico adecuado. El
pletismografo esta formado por un manguito neumatico hinchable y un detector de

infrarrojos (figura 17) capaz de detectar la senal en la cola del animal.
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A) B)

Figura 17. Equipo NIBCHARTLE5002 Panlab (A) y cepo necesario para inmovilizar
al animal (B).

Para facilitar la captacion de la senal es necesario favorecer la dilatacion de la
arteria caudal de la cola del animal mediante la aplicacion de calor. Los animales son
situados en unos cepos especificos (LE 5022,180x54 mm, Panlab) que permiten
inmovilizar al animal y dejar la cola libre para la correcta colocacion del
plestismabgrafo.

El fundamento de la medida de la presion arterial en la cola de la rata consiste
en la oclusion completa de la arteria caudal mediante el uso de un manguito
neumatico que, al inflarse con presion creciente, en cierto punto llega a impedir
completamente el paso de sangre (figura 18, punto 1). A continuacion se va
reduciendo la presidon ejercida poco a poco. Cuando se produce el minimo flujo
sanguineo por la arteria en respuesta a un descenso en la oclusion, un detector
infrarrojo situado en la cola del animal transforma la sefal mecanica en eléctrica y
se monitoriza por medio de un ordenador para obtener el valor de presion al que
comienza a reestablecerse el flujo (figura 18, punto 2), que es equivalente a la PAS
(Pffefer y cols, 1971). Ademas, el registro de la onda pulsatil permite medir
simultaneamente la frecuencia cardiaca en pulsaciones (latidos) por minuto (lpm), a

partir de este registro.
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PRESION EJERCIDA POR EL
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Figura 18. Imagen de la pantalla de registro de presion medida en cola. Se
especifican cada uno de los pasos: 1) La presién del manguito aumenta y la amplitud de los
pulsaciones empieza a disminuir hasta llegar a cero; 2) la presion del manguito empieza se
reduce y se detectan las pulsaciones de nuevo, dicha presiéon del punto 2 corresponde a la
presion sistdlica; 3) la presion continua decreciendo hasta que las pulsaciones detectadas
recuperan su amplitud original, punto de presion que equivale a la presion diastélica; 4) la
bomba del manguito estd preparada para realizar una nueva medida.

Este método requiere un acostumbramiento del animal cuatro dias previos al
comienzo de la toma de datos para que se habitle al cepo y a la compresion de la
cola producida por el manguito neumatico. Se debe realizar siempre a la misma hora
con el fin de evitar la variabilidad procedente de los ciclos circadianos propios del
animal, en una habitacion aislada de ruido y con temperatura constante. Se deben
realizar varias medidas consecutivas a cada animal y se descartaran aquellas en las
que el animal se mueva, se observe alterado o exista algin estimulo externo que
pueda estresarlo. El valor de presion del animal se obtendra a partir de 10 valores
consecutivos que no difieran mas de 10 mmHg entre si y se establecera el valor de la

PAS como la medida media entre esos 10 valores.

3.5. Determinacion del flujo sanguineo renal in vivo

Para la determinacion del flujo sanguineo de la arteria renal se utilizd una
sonda ultrasonica (Transonic) que debe situarse alrededor de la arteria renal del
animal correctamente aislada. Es un método invasivo e indirecto que se realiza con
el animal anestesiado y que permite conocer el flujo sanguineo renal a tiempo real in

vivo.
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Este medidor del flujo caudal se basa en el principio del tiempo de transito,
que apoya que el tiempo de transito de una sefal acustica a lo largo de una
trayectoria conocida es constante y solo puede ser alterado por la velocidad del
fluido en el que se desplaza. Este aparato consta de una sonda con dos transductores
ultrasonicos situados a ambos lados del vaso sanguineo a estudiar y un reflector
acustico fijo situado en la parte central. Como se indica en la figura 19, los
transductores emiten una onda de ultrasonido que se reflejara en el transductor
opuesto gracias al reflector acustico, midiendo el tiempo de transito en ambas
direcciones. Segln este método de medicion, la velocidad de flujo se determina por
la diferencia entre la velocidad de propagacion de la onda de sonido a favor y en

contra del flujo segun la siguiente ecuacion:

_k x (t1—-12)
(11 xt2)

Donde t1 es el tiempo de transito de la sefal t1 (en el sentido de la corriente),
t2 es el tiempo de transito de la sefal t2 (contra corriente) y k es una constante que
tiene en cuenta diferentes parametros (longitud del camino acUstico, razon entre
las distancias radiales y axiales de los sensores, distribucion de velocidades (perfil de
velocidades de flujo) y seccion transversal).

A) B)

Figura 19. Esquema de la sonda de ultrasonidos Transonic para medir el flujo
sanguineo renal.

Para preparar al animal, se anestesido con pentobarbital sodico (Dolethal,
Vetoquinol) a una dosis de 50 mg/kg y se dispuso en una mesa de cirugia

previamente acondicionada a 37 °C para mantener las condiciones fisiologicas del
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animal y evitar que tanto la anestesia, como la cirugia del animal, modificasen
condiciones fisioldgicas que alterasen nuestros parametros de estudio.

Se realizd una laparotomia media y se retiraron las visceras para exponer el
pediculo renal. Se deseco la arteria y la vena renal con la ayuda de bastoncillos
humedecidos en suero salino y se separaron ambos vasos sanguineos. No se manipuld
el rindn en ningin momento con el fin de evitar alteraciones en el tejido. La sonda
de ultrasonidos impregnada en un gel que facilitase la transimison de la sefal (Quick
Eco-Gel, Lessa), se situ6 alrededor de la arteria renal y se esperd 15 minutos hasta
que el flujo detectado se estabilizase en el equipo Transonic para la recogida de

datos.

3.6. Determinacion de la perfusion de la corteza renal con laser

Doppler

Para la determinacion de la perfusion de la corteza renal se utilizé el equipo
Laser Doppler Moor LDLS. Esta técnica no invasiva se basa en el efecto doppler, que
determina que la frecuencia de la luz laser reflejada fluctla de forma proporcional
al desplazamiento del fluido de la superficie enfocada que lo refleja. En nuestro
estudio, la frecuencia reflejada aumenta de forma proporcional al flujo sanguineo

detectado en la corteza renal.

Este equipo presenta dos sensores; el primer sensor emite una onda de
ultrasonidos por el fluido a una frecuencia determinada y el segundo recibe la onda
reflejada. La variacion producida en la frecuencia del haz de ondas sonoras
reflejadas es directamente proporcional a la velocidad del flujo sanguineo segun la
siguiente formula:

Q =k x Af

Donde Af es la variacion de la frecuencia (f1 - f2) y K es una constante que
hace referencia al angulo de incidencia/reflexion, posicion de la particula reflejante
y a la seccion transversal.

Para poder medir la perfusion de la corteza renal mediante esta técnica es
necesario exponer el tejido renal ya que, por el contrario, las capas externas del
animal y sus visceras impedirian su estudio. Esta técnica se realizo en los animales
anestesiados con pentobarbital sodico tras medir el flujo sanguineo renal con la
sonda ultrasonica (explicado en el apartado 2.5). Como en el caso anterior, se
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trabajo en una mesa de cirugia previamente acondicionada a 37 °C para evitar
alteraciones en el animal producidas por el método de experimentacion.

Nuestro equipo dispone de dos fuentes de luz: una visible, de 658 nm de
longitud de onda, y otra proxima al infrarrojo, de 785 nm. El aparato produce una
Unica linea laser con los haces visible e infrarrojo coaxiales. Gracias a un espejo
controlado por un motor, el laser hace un barrido de la superficie expuesta del
animal. Los tejidos seran la superficie que refleje el haz de luz, que sera filtrado
para eliminar la luz exdégena y recibido por un fotodetector. Al ser la sangre la Unica
superficie en movimiento del animal anestesiado, la modificacion de la frecuencia de
la luz reflejada dependera directa y exclusivamente del flujo sanguineo. Para
facilitar la medicién de la superficie a estudiar y obtener imagenes del rifion sin que
influyera el flujo sanguineo de los tejidos subyacentes, se colocé un fondo negro
alrededor del rinén.

El software acoplado al laser permite, mediante un algoritmo, transformar la
frecuencia de la luz recibida por el fotodetector en unidades de flujo arbitrarias, que
son representadas en una imagen bidimensional a través de un cédigo de colores
(figura 17). El programa permite cuantificar en esta imagen el promedio de unidades

arbitrarias de flujo por cada pixel de un area seleccionada.

A) B)

[ SR

Figura 20. Determinacion de la perfusion de la corteza renal con el laser Doppler.
A) Equipo Ldser Doppler Moor LDLS; B) Utilizaciéon del software asociado para medir la
perfusion de la corteza renal de rata.
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3.7. Perfusion y recogida de los 6rganos

Tras realizar la medicion del flujo sanguineo renal y de la perfusion de la
corteza renal por las técnicas explicadas en los apartados 2.5 y 2.6, se perfundio a
los animales con suero salino 0,9 % para recoger los rinones antes de sacrificarlos.

La perfusion con suero salino 0,9 % es la sustitucion de la sangre en los 6rganos
del animal por suero salino con el fin de limpiar los tejidos para facilitar su posterior
analisis. Para llevar a cabo esta técnica se utilizd una bomba de infusion (Dinko
Instrumentes D-21V, 80 rxm, canula de 0,8 mm) (figura 18). Este tipo de aparatos te
permite perfundir los 6rganos del animal a la velocidad fisiologica de perfusion, con
el fin de evitar posibles alteraciones en el tejido por el método experimental.
Realizamos la perfusion del animal a través de la introducciéon de un catéter en la
ramificacion femoral de la arteria aorta. Tras la perfusion, la descapsulacion y
recogida de los rinones debe de ser rapida para evitar la degradacion del acido
ribonucleico (ARN) y del acido desoxirribonucleico (ADN). Uno de los rifiones se
incluyo en formaldehido al 3,7 %, pH 7 (Panreac), para estudios histoldgicos, y el otro
rifon fue ultracongelado en nitrogeno liquido y conservado a -80 °C para su posterior

analisis por diferentes técnicas (rtPCR y Western blot).

4. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

4.1. Determinacion de la creatinina en plasma y en orina.

Aclaramiento de creatinina

La creatinina es un metabolito muscular que se acumula excesivamente en la
sangre cuando disminuye la filtracion glomerular y, paralelamente, disminuye su
excrecion urinaria, ya que el 80-85 % de su eliminacion se debe a la filtracidn
glomerular, y el 15-20 % restante a su secrecion tubular Ademas, el aclaramiento de
creatinina es un valor utilizado para estimar la TFG, debido a que esta molécula no
se absorbe ni se secreta en grandes cantidades a lo largo de la nefrona, por lo que la
cantidad de creatinina que aparezca en la orina dependera directa y Unicamente de
la filtracion glomerular (Delanghe y Speeckaert, 2011). Para la determinacion de la
concentracion de la creatinina en el plasma y en la orina se utilizd un kit comercial

(Quantichrom creatinine assay kit, BioAssay System). Esta técnica se fundamenta en
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el método colorimétrico-cinético conocido como reaccién de Jaffé (Husdan y
Rapoport, 1968). La creatinina es capaz de unirse al acido picrico en medio alcalino y
dar lugar a un complejo coloreado (complejo de Janvosky), cuya intensidad es

proporcional a la concentracién de creatinina.

o)
OH HN)%
H NH O,N NO, OoN O\“‘O H\ %N\
N { NaOH [N, ©fs
+ _— N—oO H
o} N““CH3 \\
NO,
O,N
CREATININA ACIDO PICRICO CROMOGENO

Figura 21. Reaccién de Jaffe.

Se utilizo este kit comercial para medir la concentracion de la creatinina en las
muestras de plasma y orina, siguiendo el protocolo sugerido para cada tipo de
muestra. En el caso de las muestras de plasma, se pipeted 30 pL del plasma y de los
patrones de la recta estandar preparada (rango 0,25-10 mg/dL de creatinina) en una
placa de 96 pocillos. Se afnadieron 200 puL de la mezcla de reactivos A y B del kit
comercial (proporcion 1:1) y se midio la absorbancia en un lector de placas a 490 nm
tras afnadir los reactivos (ODg) y tras cinco minutos (ODs). En el caso de las muestras
de orina, se pipete6 5 pL de cada una de las muestras de estudio previamente
diluidas 1/10 y de la recta estandar de creatinina (rango 0,25-50 mg/dL). Se
anadieron 200 pL de la mezcla de reactivos A, B y agua destilada (proporcion 1:1:2) y
se midid la absorbancia siguiendo los pasos explicados anteriormente. En ambos
casos, se determind la concentracion de creatinina siguiendo los siguientes pasos: i)
se calculd la diferencia entre ODs-OD, de las muestras y de los calibradores de la
recta estandar; ii) se determind la recta estandar a partir de las absorbancias

obtenidas para cada calibrador utilizado; iii) se extrapold la concentracion de
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creatinina de cada una de las muestras y se tuvo en cuenta el factor de dilucion en
cada caso.

Como se ha explicado en el apartado 7.1 de la Introduccion de este trabajo de
investigacion, el aclaramiento de la creatinina es un fiable estimador de la tasa de

filtracion glomerular. Se puede calcular segun la siguiente férmula:

Creatinina filtrada = Creatinina excretada

(FU X Cro)

TFG =
Crpl

Clc

Donde TFG es la tasa de filtracion glomerular, Clc es el aclaramiento de
creatinina (ml/min), FU es el flujo urinario (ml/min), Cro es la concentracion de
creatinina en orina (mg/dl) y Crpl es la concentracion de creatinina en plasma

(mg/ml).

4.2. Determinacion de la urea plasmatica

La urea es un metabolito hepatico que se acumula excesivamente en la sangre
cuando disminuye la filtracion glomerular. Para la determinacion de la concentracion
de urea en el plasma se utilizd un kit comercial (Quantichrom Urea Assay Kit,
BioAssay System). Este kit comercial se fundamenta en el método colorimétrico
propuesto por Jung (Jung y cols., 1975), que describe la reaccion que se produce
entre la urea, y dos moléculas, el ortoftalaldehido (OPA) y el N-naptileno diamida
(NED) para dar lugar a un compuesto coloreado cuya intensidad sera directamente
proporcional a la concentracion de urea. Segin el protocolo comercial, se pipeted 5
HL de las muestras plasma previamente diluidas 1/10 en una placa de 96 pocillos
(Becton Dickinson Labware) y de los calibradores de la recta estandar de urea (0 a 50
mg/dL de urea). Se anadieron 200 pL de la mezcla de reactivos A-B del kit comercial
(proporcion 1:1) a cada pocillo y se incub6 la placa durante 20 minutos en oscuridad
a temperatura ambiente. Posteriormente, se midid la absorbancia de los pocillos en
un lector de placas (ELx800, Bio-Tek Instruments) a 520 nm. Tras obtener las
absorbancias correspondientes a cada calibrador de la recta estandar, se extrapolo la
concentracion de urea de cada una de las muestras de plasma analizadas y se tuvo en

cuenta el factor de dilucion.
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4.3. Determinacion de la concentraciéon de proteinas en la orina

La elevada concentracion urinaria de proteinas es un indicador de alteracion
renal funcional (glomerular, tubular o ambas). Se determindé mediante un kit
comercial (Quantichrom Protein Assay, BioAssay System). Esta técnica de analisis se
basa en el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). El colorante utilizado,
azul de Coomassie G-250, se une a los aminoacidos basicos de las proteinas en una
solucion acida lo que produce un cambio en la longitud de onda de absorcién maxima
del colorante, pasando de 465 nm a 595 nm. La intensidad de la absorbancia medida
a 595 nm de longitud de onda sera proporcional a la concentracion de proteinas de
las muestras de estudio. Segln el protocolo comercial, se pipetearon 10 pL de las
muestras de orina y de los calibradores de una recta patrén estandar de albumina de
suero bovina (ASB) (0 a 1 mg/mL de ASB) en una placa de 96 pocillos. Se anadieron
200 pL del reactivo comercial previamente diluido 1/5 con agua destilada. Se midié
la absorbancia a 595 nm en un lector de placas. Tras obtener las absorbancias
correspondientes a cada calibrador de la recta estandar, se extrapolo la
concentracion de proteinas de cada una de las muestras de orina.

La concentracion de proteinas en las muestras de orina de los animales del
estudio no nos reporta informacion relevante sobre su funcion renal, ya que es
necesario tener en cuenta el volumen de orina en el que se han excretado dichas
proteinas, es decir, la excrecion de proteinas. Para evaluar la funcion renal de
nuestros animales se determiné la excrecion de proteinas totales por dia, con el fin
de valorar si éstos presentaban proteinuria (presencia de proteinas en la orina en un
valor superior al normal, detallado en el apartado 9.1 de la Introduccion). Se calculd

la excrecion total de proteinas por dia segun la siguiente formula:

mlL
U (d_')

. N . mg\ mg
Excrecion urinaria de proteinas (dia) = Cpo (mL) X F T

Donde Cpo es la concentracion de proteinas en la orina y FU.

4.4, Determinacion de la excrecion urinaria de N-acetil-B-D-

glucosaminidasa (NAG)

El marcador de dano tubular N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) es una enzima

lisosomal encargada de catalizar la hidrolisis de enlaces glucosidicos. Para
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determinar su concentracion se utilizd un kit comercial (Diazyme N-acetyl-8-D-
glucosaminidase assay) basado en su accion enzimatica. La NAG hidroliza el
compuesto 2-metoxi-4-(2’nitovinil)-fenil 2 acetamida-2-deoxi- B-D-glucopiranosido
(MNP-GlcNac) en 2-metoxi-4-(2’nitrovinil)-fenol, producto que desarrolla color (a 505
nm de longitud de onda) en contacto con una solucion alcalina. Siguiendo el
protocolo propuesto por la casa comercial, se pipetearon 10 pL de las muestras de
orina y de una recta patron estandar de concentraciones de NAG conocidas (0-46.9
IU/L) en una placa de 96 pocillos. Se anadieron 150 uL de la mezcla de reactivos
R1+R; (proporcion 3:1) y se incub6 la placa a 37 °C en una estufa (Infors HT) durante
5 minutos. Tras dicha incubacién, se anadié 50 pL del reactivo R; a cada pocillo,
reactivo alcalino que para la reaccion y produce el viraje de color del compuesto
formado, cuya absorbancia se midio a 505 nm en un lector de placas (ELx800, Bio-Tek
Instruments). Con la absorbancia determinada de cada una de las muestras de
estudio y de los calibradores de la recta estandar, se calculd la recta patron de
concentraciones de NAG conocidas y se extrapolo a partir de ésta la concentracion de
NAG en cada una de las muestras analizadas.

Tras obtener la concentracién de la NAG en las muestras de orina de los
animales de experimentacion, se calculo la excrecién urinaria de NAG diaria segln la

siguiente formula:

.. .. UA UA
Excrecion urinaria de NAG (—) = Co NAG (—) X FU (=
dia mL a

Donde Co NAG es la concentracion de NAG en la orina obtenido por el kit

comercial y FU es el flujo urinario.

4.5. Determinacion de la osmolaridad urinaria;: Osmoémetro

La osmolalidad urinaria es un parametro ampliamente utilizado para diferenciar
el DRA renal del DRA pre-renal. Para su calculo se utilizd un osmémetro crioscopico
(Osmomat 030, figura 22), equipo de lectura automatica que mide la osmolalidad de
las soluciones basandose en el método del punto de congelacion y del descenso
crioscopico. El descenso crioscopico de una disolucion es la disminucion de la
temperatura del punto de congelacion que experimenta una disolucion respecto a la
del disolvente puro. La magnitud de este descenso solo depende de la naturaleza del

disolvente y de la cantidad de soluto disuelto, por lo que la evaluacion de ese
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descenso permitira estimar la osmolalidad de la disolucion. El equipo enfria la
disolucion a estudiar por debajo de la temperatura de congelacion e inyecta
pequeios cristales de hielo en la muestra para que ésta llegue a su punto de
congelacion. Es necesario calibrar el aparato con diferentes soluciones de
osmolaridad conocidas relacionadas con su punto de congelacion para que éste pueda
calcular la osmolalidad de la muestra de estudio a partir del punto de congelacion
obtenido.

Para ello, se prepararon 50 pL de las muestras de orina a analizar diluidas 1/10
en tubos tipo eppendorf. Se colocaron en el aparato y se introdujeron en la zona del
osmometro que se encuentra a -7 °C, donde las muestras fueron congeladas y tras
esperar varios segundos, la osmolalidad de la muestra fue visualizada en una pantalla

situada en la parte superior del medidor.

Figura 22. Equipo Osmomat 030, osmometro crioscopico utilizado para determinar
la osmolalidad en muestras de orina.

4.6. Determinacion de la concentracion de Na* en orina y en

plasma

La concentracion de Na* en orina y plasma se utiliza, como en el caso anterior,
para diferenciar el DRA de tipo intrinseco del DRA pre-renal. Se evaludé en muestras
bioldgicas de plasma y orina mediante la utilizacion de un medidor de Na* compacto
(LAQUATWin B-722, Horiba Scientific). El principio de medicion de este sensor

82



MATERIALES Y METODOS

potenciometro, el electrodo selectivo de iones (ISE, por sus siglas en inglés lon-
selective-electrode), se establece por la ecuacion de Nerst, que utiliza las medidas
de los potenciales eléctricos en soluciones para calcular las concentraciones de un
tipo preciso de ion. Para ello, consta de un dispositivo para medir potenciales, un
electrodo de referencia y un electrodo selectivo del i6n a caracterizar. Este tipo de
electrodos presentan una membrana que responde selectivamente a un determinado
ion. Esta membrana esta en contacto, por una parte con la disolucion de estudio, y
por otra, con una solucion estandar del mismo de una concentracion conocida. Esta
solucion estandar esta, a su vez, en contacto con un electrodo de referencia. La
presencia de la membrana modifica el transporte a través de ella, lo que producira
una diferencia de potencial, en funcion de la composicion de los soluciones a ambos
lados de la membrana. Esta diferencia de potencial puede ser medida mediante un
voltimetro y calcular la concentracion de la disolucion aplicando la ecuacién de
Nerst. Para analizar las muestras, solamente fue necesario colocar 300 pL de la
muestra a analizar en el soporte donde se encuentra situada la membrana y el

aparato determiné la concentracion de Na+ de cada muestra.

A) B)

Membrana
selectiva

Figura 23. Potenciometro para medir iones Na+. A) Fundamento tedrico del medidor
de Na’ utilizado. B) Equipo LAQUATWin B-722. ISE: electrodo selectivo de iones.

A partir de los valores de Na® en el plasma y en la orina se calculo la fraccion
excretada de Na’, la cual mide el manejo total de Na® por el rifidn ya que indica la
proporcion del Na* filtrado que es excretado. Para ello se utilizo la siguiente formula:

(Nao x Crpl

FeNa=————— x 100
ena Nap x Cro

83



MATERIALES Y METODOS

Donde Nao es concentracion de Na+ en orina, Crpl es la concentracion de la
creatinina en el plasma, Nap es la concentracion de Na+ en el plasma y Cro es la

concentracion de la creatinina en la orina.

4.7. Determinacion de la fraccion excretada de glucosa

La fraccion excretada de glucosa es la proporcion de glucosa que es excretada
en relacion con la glucosa filtrada. Es un estimador de la correcta funcion tubular y
se calcula a partir de la concentracion de glucosa en la sangre y en la orina segun la

siguiente formula:

_ (Glco x Crpl)

FeGlc = 100
ente (Glcp X Cro)

Donde Glc es la concentracion de glucosa en la orina, Crpl es la concentracion
de la creatinina en el plasma, Glcp es la concentracién de la glucosa en el plasma y

Cro es la concentracion de la creatinina en la orina.
4.7.1. Determinacion de la glucosa en el plasma

Para el analisis de la concentracion de glucosa en el plasma de los animales se
utilizo el dispositivo Contour®Next EC (Bayer) y las tiras reactivas correspondientes.
Es necesario colocar una gota de sangre o plasma en un extremo de la tira reactiva
debidamente colocada en el glucometro. El fluido bioldgico asciende por capilaridad
por la tira reactiva y en ella la glucosa se oxida por accion enzimatica y como
consecuencia se produce la liberacion de electrones. Estos electrones son medidos
por varios electrodos de la tira y generan una pequefia corriente eléctrica que es
enviada al medidor. La corriente eléctrica generada sera directamente proporcional
a la concentracion de glucosa contenida en la muestra analizada. El medidor es
capaz de relacionar cada corriente eléctrica medida con un valor de glucosa gracias a

un algoritmo implementado en el software del aparato.

84



MATERIALES Y METODOS

A) B)

Electrodo
de referencia

Disipador de llenado

Electrodo activo

Figura 24. Medidor de la concentracion de glucosa en plasma. A) Dispositivo
medidor de la concentracion de glucosa en plasma y sus tiras reactivas; B) componentes de
las tiras reactivas necesarios para la medicion de la glucosa.

4.7.2. Determinacion de la glucosa en la orina

La concentracion de la glucosa en la orina recolectada se analizd6 mediante el
método de la O-toloudina. Este método analitico se fundamenta en la condensacion
de la glucosa y las aminas aromaticas primarias en un medio de acido acético. El
producto coloreado final es el resultado de la reaccion de la o-toloudina (amina
aromatica) con la glucosa, formandose glucosilamina y la correspondiente base de
Schiff. Este producto coloreado tiene un maximo de absorcion a 625-635 nm (Brilla y
cols., 1977). Para ello, se pipeteraron 25 pL de la muestra a analizar y de la recta
patron de concentraciones conocidas de glucosa en tubos tipo eppendorf de 2 mL. Se
anadieron 125 L de  acido tricloroacético (TCA  del inglés
trichloroacetic acid) al 3 % por pocillo y 1.350 L de la amina aromatica o-toloudina.
Esta mezcla fue hervida a 100 °C en un bafo himedo (Indelab) durante 12 minutos y
tras enfriarse, se pipetearon 250 uL de cada uno de los eppendorf por triplicado en
una placa de 96 pocillos. Se midio la absorbancia resultante a 630 nm de longitud de
onda. Tras obtener las absorbancias correspondientes a los calibradores de la recta

patron, se extrapold la concentracion de glucosa en las muestras de orina en mg/mL.

4.8. Identificacion de proteinas: técnica Western blot

El Western blot es una técnica basada en la separacion de proteinas mediante
electroforesis en funcion de su peso molecular, que, una vez separadas, se pueden
identificar, localizar y cuantificar por su capacidad para unirse a anticuerpos

especificos (Towbin y cols., 1979). Los anticuerpos estan acoplados a sistemas de
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deteccion, que permiten localizar las proteinas y establecer una relacion entre la
intensidad de la sefal del sistema de deteccion y la cantidad relativa de la proteina
en las diferentes muestras. Esta técnica se utilizo para la evaluacion de diferentes
proteinas en muestras de tejido renal y muestras de orina (recoleccion explicada en

los apartados 2.1y 2.7, respectivamente).

4.8.1. Extraccion de proteinas del tejido renal

El tejido renal se conservo a -80 °C tras su ultracongelacion en nitrégeno
liquido (apartado 2.7). Se obtuvo un extracto de las proteinas del tejido renal para
poder analizar por Western blot. Para ello, se pesé entre 50-100 mg de tejido renal
previamente pulverizado y se lisé con un tampoén de lisis especifico (NaCl 140 mM,
EDTA 50 mM, glicerol 10 %, NP-40 1 %, Tris 20 mM pH 7.5, leupeptina 1 pg/mL,
aprotinina 1 pg/mL, PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo del inglés a-
toluensulphonylfluoride) 1 mM, NaF 5 pM, Na;VO, 1 mM) utilizando un
homogeneizador para su completa disgregacion. Se centrifugd el lisado obtenido a
15.000 G, a 4 °C durante 15 minutos y se conservo el sobrenadante a -20 °C hasta su

utilizacion.
4.8.2. Cuantificacion de la concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas de los lisados se determiné siguiendo el
protocolo de un kit colorimétrico de BioRad, basado en el método de Lowry (Lowry y
cols., 1951). Este método consta de dos etapas: 1) la reaccion de Biuret en la que los
grupos Cu® se unen a los grupos aminopeptidicos de las proteinas en un medio
alcalino y forman unos complejos de coordinacion de color violeta. Ademas, rompen
la estructura tridimensional de la proteina y los residuos fenolicos de tirosina quedan
expuestos; 2) la reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteau en la que se forma un
complejo de color azul oscuro producido por la reduccion del reactivo de Folin-
Ciocalteau por los grupos fenoles expuestos. La intesidad del color de dicho complejo
azulado es directamente proporcional a la concentracion de proteinas.

Se pipetearon 5 pL de las muestras diluidas 1/20 y de los calibradores de una
recta patron de ASB de concentraciones conocidas (0-1 mg/mL) en una placa de 96
pocillos. Se anadieron 25 pL de la mezcla de reactivos A+S y 200 pL de reactivo B a
cada pocillo. Se midié la absorbancia a 720 nm en un lector de placas de ELISA

(ELx800, Bio-Tek Instruments) y se analizaron los resultados con el programa Gen
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5.0. A partir de la recta patron de concentraciones conocidas de ASB se extrapolaron

las concentraciones de proteinas de las muestras de estudio.

4.8.3. Preparacion de las muestras de orina

En el analisis de las proteinas de la orina de los animales tratados con los
diferentes farmacos, la técnica del Western blot se utilizé para estudiar el patron de
aparicion de determinadas proteinas relacionadas con el DRA. Para la preparacion de
las muestras se diferencio dos tipos de estudio:

1. Estudio de la excrecion de las proteinas en la orina: Se determind la cantidad
de orina que se cargo6 en los pocillos del Western blot por el flujo urinario
diario de cada animal, considerando la relacion existente entre el volumen
excretado y la concentracion de la orina.

2. Estudio de la composicion relativa de la orina: Se midi6 la concentracion de
proteinas en las muestras de orina (apartado 3.3) y se cargd 5 ug de

proteinas de las muestras en los pocillos del Western blot.

4.8.4. Preparacion de las muestras, electroforesis y transferencia

Se prepararon las muestras en condiciones desnaturalizantes y reductoras con
el fin de deshacer la estructura tridimensional de éstas. Para ello, se anadio el
tampon de carga Laemmli (Tris 125 mM, glicerol al 10 %, SDS al 2 %, B-
mercaptoetanol al 1 % y azul de bromofenol al 0,0005 %; pH 6,8) y se hirvieron a 100
°C durante 5 minutos (Laemmli, 1970).

Las proteinas se separaron mediante electroforesis vertical en geles de
acrilamida o SDS-PAGE (del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis). El porcentaje de acrilamida del gel (8 al 15 %) utilizado dependio
del peso molecular de la proteina a analizar. Se utilizaron geles caseros (acrilamida-
bisacrilamida 29,1 %, agua destilada, tampo6n lower, tampdon upper, APS 10 % vy
temed) o geles comerciales (Biorad). En uno de los pocillos del gel es necesario
cargar el marcador de pesos moleculares (una serie de proteinas de pesos
moleculares conocidos tefidas con colorantes para su identificacion en el gel, Gibco
TM, Invitrogen). La electroforesis se realizd en cubetas Mini-PROTEAN®III (BioRad)
donde el gel esta sumergido en un tampon de electroforesis (Tris 25 mM, Glicina 192
mM pH 8.3, SDS al 0,1 %, BioRad). Este tampon favorece la electroforesis y el SDS es
capaz de unirse a las proteinas y enmascarar su carga positiva, de forma que
cargadas negativamente, se desplazan hacia el polo positivo separandose Unicamente

por su peso molecular.
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Una vez que las proteinas se separaron por su tamafo, se transfirieron a una
membrana de PVDF (difluoruro de polivilideno, PVDF del inglés polyvinylidene
difluoride; Inmobilon P, Millipore) para facilitar la deteccion por los anticuerpos en
los pasos siguientes. Se utilizd el método de transferencia himeda, se aplicé un
campo eléctrico en una cubeta Mini-PROTEAN®IIl (BioRad) donde el gel y la
membrana se encontraban sumergidos en un tampon de transferencia (Tris 25 mM,
Glicina 92 mM, BioRad; metanol al 20 %, VWR Chemicals). El gel se dispuso en el polo
negativo y la membrana en el polo positivo, de forma que gracias al campo eléctrico
formado las proteinas migraron hacia el polo positivo y quedaron atrapadas en la

membrana.

4.8.5. Incubacion con los anticuerpos

Ya que las proteinas son capaces de unirse a la membrana de forma
inespecifica, fue necesario bloquear los posibles espacios que quedasen libres para
evitar uniones inespecificas durante la inmunodeteccion. Se utilizdé ASB al 3 %
durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion.

Tras el bloqueo, se incub6 las membranas con el anticuerpo primario, capaz de
unirse a la proteina que deseamos detectar a la dilucion adecuada, disuelto en ASB
al 1 % durante toda la noche a 4 °C en un agitador rotatorio (Biocomp Navigator). La
tabla 7 muestra los anticuerpos primarios utilizados y la dilucion optima para su
deteccion.

Tras lavar la membrana con tampon de lavado (Tween-20 al 0,1 %, NaCl 150
mM, Tris 20 mM, pH 7,5, Sigma Aldrich) se incubd con el anticuerpo secundario,
capaz de reconocer una region especifica del anticuerpo primario. Se disolvio en ASB
al 3 % a la dilucion correspondiente, durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
tabla 6 muestra los anticuerpos secundarios utilizados y la diluciéon éptima de uso.

El anticuerpo secundario esta unido a la enzima peroxidasa de rabano picante
(HRP, del inglés horseradish peroxidase), que en presencia de peroxido de hidrogeno
y luminol, es capaz de catalizar una reaccion luminiscente. Las membranas se
incubaron durante 1 minuto en una solucion ECL (Tris-HCl 1M, pH 9,35; luminol 2,2
mM, p-iodofenol 2,2 mM) suplementada con H,0, al 0,03-0,06 %. La HRP cataliza el
H,0, y libera O, que oxida el luminol, y éste oxidado produce una senal luminosa
proporcional a la cantidad de anticuerpo secundario, e indirectamente, a la cantidad
de proteina. Esta sehfal se detectd en la oscuridad en una pelicula de

autorradiografia FUJIFILM (Fuji Medical X-Ray Film, Super RX), que fue revelada
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mecanicamente (maquina de revelado Medical X Ray Processor Kodak) y digitalizada
(Adobe Photoshop CS6) para su posterior cuantificacion con el programa Scion Image.

Figura no publicada por proceso de patente

Tabla 7. Relacion de anticuerpos primarios y secundarios utilizados parar la
técnica de Western Blot.
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Figura 25. Representacion esquematica Western Blot.

4.9. Estudio de la expresion génica: q-PCR/PCR a tiempo real

Se estudid la expresion génica en el tejido renal de dos moléculas implicadas
en la regulacion sistémica y renal, la renina y la COX-2, mediante la técnica de PCR
quantitativa o qPCR o Q-PCR, del inglés quantitative polymerase chain reaction,

también conocida como rt-PCR (del inglés real time PCR).

4.9.1. Extraccion de RNA del tejido renal

Para la obtencion del ARN de las muestras de tejido renal extraidas y
ultracongeladas (apartado 2.7) se utilizd6 un kit comercial NucleoSpin®RNA I
(Macherey-Nagel). Esta técnica de extraccion se basa en la separacion del ARN
mediante cromatografia de adsorcion. En condiciones nativas los acidos nucleicos son
solubles en solucion acuosa ya que estan recubiertos de una capa de moléculas de
agua. Tras la adicion de iones caotrépicos al medio, los acidos nucleicos se recubren

de una capa hidrdfoba y son facilmente retenidos en una membrana de silica.
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En primer lugar se disgregé el tejido renal previamente pulverizado y se lisaron
las células con el reactivo RA1 del kit comercial suplementado con B-mercaptoetanol
(necesario para eliminar ribonucleasas liberadas durante la lisis celular y asi prevenir
su digestion durante el proceso). Tras filtrar el lisado con la ayuda de unas columnas
especificas, el ARN se uni6 a la membrana de silica de unas columnas determinadas
al ajustar las condiciones de unidén entre el ARN y la membrana. Se anadieron
rDNasas para eliminar la posible contaminacion de ADN en la membrana de silica.
Finalmente, el ARN se eluyé de la membrana con agua libre de ARN, capaz de
devolver la capa hidratante de agua alrededor de estos acidos nucleicos y liberarlos
asi de la membrana en la que estaban retenidos.

La concentracion de ARN de los extractos obtenidos se cuantific6 en un

espectofotdometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

4.9.2. Obtencion de ADNc

Se obtuvo ADN complementario (ADNc) mediante la técnica de transcripcion
reversa (RT-PCR) que permite sintetizar ADNc a partir de ARN gracias a la enzima
transcriptasa reversa.

Para llevar a cabo dicha reaccion se incubaron 2 pg de ARN extraido en el paso
anterior (apartado 4.9.1) a 65 °C durante 3 minutos para su desnaturalizacion. A
continuacion, se anadio la siguiente mezcla con los reactivos necesarios para la
reaccion: 2 pl de dNTPs (10 mM), 8 pl de tampon M-MLV (5 %) (BioRad), 1 pl de
oligodT, 0,5 pl de Rnasin® (40 U/pl) (Promega) y 1 pl de retrotranscriptasa (RT M-
MLV, BioRad) y se incubd a 42 °C durante 90 minutos para que se produjese la

retrotranscripcion.

4.9.3. PCR cuantitativa o PCR a tiempo real

Este método permite la amplificacion de una determinada secuencia de ADN
basada en la capacidad de la enzima ADN polimerasa para replicar el ADN. Esta
formado por tres etapas: (1) etapa de desnaturalizacion en la que la doble hélice de
ADN se abre; (2) etapa de hibridacion necesaria para que los cebadores especificos se
unan a las hebras de ADN; (3) etapa de elongacion en la que se sintetizara la
secuencia del ADN a amplificar gracias a la accion de la ADN polimerasa. Se
denomina reaccién en cadena porque estas etapas se repiten durante sucesivos
ciclos, dando lugar a una amplificacion exponencial del producto final. Ademas, se

puede conocer la amplificacion de la secuencia al final de cada ciclo debido a la

91



MATERIALES Y METODOS

adicion de un fluordéforo capaz de unirse al ADN de doble hélice cuando este se une
tras la amplificacion.

Para llevar a cabo la reaccion de PCR se mezclo 1 pL de ADNc, 10 pL de la
Supermix iQ™ SYBR ® Green (BioRad), 0,4 uL de cada cebador y 8,2 pyL de H20 mQ.
Se utilizé un termociclacor iQ TM 5 (Biorad) con el siguiente protocolo para llevar a
cabo las diferentes etapas de la reaccion: 95 °C durante 5 minutos (pre-incubacion),
seguidos de 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C (desnaturalizacion), 30 segundos a la
temperatura de anillamiento especifica y 30 segundos a 72 °C para la elongacion.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un software especifico
acoplado al termociclador, capaz de calcular la expresion relativa de los genes de
estudio en cada una de las muestras analizadas. La tabla 8 muestra los cebadores

utilizados y las condiciones necesarias para su uso en la PCR.

SECUENCIA DE LOS CEBADORES Ta
GEN DIANA (5°+3) ANILLAMIENTO
AAGTCATCTTTGACACGG
Renina 62
TTACCACATCTTGGCTGA

CGGGATCCGAAATGGCTGCAGAGTG
COX-2 62
GGAATTCTCATCTAGTCTGGAGTGG

CCGCCCTAGGCACCAGGGTG
A-actina 62
GGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Tabla 8. Cebadores utilizados y condiciones empleadas en la técnica de PCR.

4.10. Técnica de ELISA

La técnica ELISA, acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, es
un inmunoensayo que emplea dos componentes acoplados, anticuerpos y enzimas,
para detectar un antigeno especifico.

Se utilizd el kit comercial ELISA para detectar Angiotensina | (/BL

International), disefado especificamente para medir la actividad de renina en
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plasma. Como se ha detallado en el apartado 2.2 de la Introduccion, la renina es la
enzima responsable de la formacion de angiotensina | a partir de la molécula
angiotensinogeno. Se realizo la cuantificacion de la cantidad de renina en el plasma
de una forma indirecta, midiendo la cantidad de angiotensina | formada en las
condiciones optimas para ello. Se llevdé a cabo un primer paso de produccion de
angiotensina | en las muestras de estudio y posteriormente, se midio la concentracion

de angiotensina | formada en cada una de ellas mediante la técnica de ELISA.

4.10.1.0btencioén del substrato de renina e incubacion

Es necesario incubar el plasma extraido con EDTA (etilendiaminotetracético)
(apartado 2.3) con un substrato de renina, plasma con angiotensinogeno libre de
renina. Para obtener este plasma se realizd una nefrectomia bilateral en ratas y se
exanguinaron tras 24 horas.

Para realizar la nefrectomia bilateral de cada animal, se anestesio con la
mezcla anestésica ketamina-xilacina (Ketolar, Pfizer; hidrocloruro de xilacina, Bayer)
a una dosis de 80-10 mg/kg (Zufiga y cols., 2008). Se realizé una laparotomia media
y se extirparon ambos rifones tras ocluir el pediculo renal para evitar que el animal
se desangrase. Tras 24 horas, se anestesio al animal con pentobarbital sédico (50
mg/kg), se canuldé la aorta en la bifurcacion femoral y se procedi6 a su
exanguinacion.

La sangre fue procesada (7.000 x g, 4 °C durante 4 minutos) y el plasma
obtenido se conservo a -20 °C. El plasma de las muestras de estudio y el substrato de
renina fueron incubados a 37 °C durante 90 minutos en las condiciones 6ptimas para
que se produjese la formacion de angiotensina I. A su vez, se incubd la misma mezcla
de plasma-substrato en las mismas condiciones a 4 °C como control negativo de la

cantidad de angiotensina | inicial de cada muestra de estudio.

4.10.2.Inmunoensayo de angiotensina |

Esta técnica para detectar angiotensina | se basa en un método de competicion
en el que la angiotensina | de las muestras compitié con moléculas de angiotensina |
marcadas con biotina por la union con el anticuerpo de angiotensina | situado en
cada uno de los pocillos de la placa de ELISA que se utilizo. Para ello, se pipetearon
50 pL de la muestra a analizar incubada a 37 °C 0 a 4 °C, de la recta patron y de los
controles en la placa de ELISA facilitada por la casa comercial. Se anadieron 100 pL
de angiotensina | marcada con biotina y se incub6 1 hora a 18-25 °C en agitacion.

Posteriormente, tras lavar la placa se produjo una incubacion de 30 minutos con un
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conjugado de estreptatividina y HRP (150 pL), que se unid especificamente a la
angiotensina etiquetada con biotina unida al anticuerpo debido a la alta afinidad de
unién entre la biotina y la estreptatividina. Finalmente, tras varios lavados este
complejo de union se detectd al anadir en cada pocillo 150 pL de un substrato
colorimétrico para la enzima HRP. Tras 15 minutos de incubacion, se afadieron 50 pL
de un reactivo especifico necesario para parar la reaccion. El color producido por la
accion de dicha enzima en el substrato fue medido en un lector de placas, siendo la
intensidad del color directamente proporcional a la union de la angiotensina |
biotinilada al anticuerpo, y por tanto, inversamente proporcional a la angiotensina |
contenida en las muestras de estudio. Se utilizaron una serie de calibradores y
estandares de angiotensina | para que la cantidad de angiotensina | de las muestras

pudiera ser cuantificada directamente.
SUBSTRATO SUBSTRATO

‘1”‘1"

ESTREPTAVIDINA-HRP

BIOTINA BIOTINA

ANGIOTENSINAI O
A / ANGIOTENSINAI-BIOTINA

ANTICUERPO ANGIOTENSINAI

POCILLO DE LAPLACA

Figura 26. Esquema representativo del ELISA indirecto llevado a cabo para
determinar la concentracion de angiotensina | en muestras de plasma. HRP: peroxidasa de
rdbano picante.

Tras obtener la concentracion de angiotensina | en cada una de las muestras, la
actividad de renina en el plasma (ARP) se cuantifico segun la siguiente formula:
Ang I (37°C) — Ang I (0°C)

ARP = x1,11
tiempo (h)
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Donde ARP es actividad de renina en el plasma, Ang | (37 °C) es la
concentracion de angiotensina | obtenida en el ensayo en las muestras incubadas a 37
°C, Ang | (0 °C) es la concentracion de angiotensina | obtenida en el ensayo en las
muestras incubadas a 0 °C y el tiempo (h) es el tiempo de incubacion en la fase de

generacion de angiotensina | (apartado 4.10.1).

5. HISTOLOGIA

Se realizé un estudio histologico del tejido renal obtenido tras su perfusion
mediante una tincién de hematoxilina-eosina y una inmunoflourescencia de la renina
y la COX-2.

El rifdn destinado para dicho estudio se fijé con formaldehido tamponado al
3,7 % (Panreac) durante al menos 24 horas, capaz de evitar la degradacion del tejido.
Posteriormente, se deshidratd con diferentes soluciones de etanol, de gradacion
creciente hasta el 100 %, para que la parafina pudiera penetrar en el tejido ya que
no es miscible con el agua. Tras la deshisdratacion se sumergio el tejido en xileno,
miscible en etanol absoluto y también en parafina, para sustituir al alcohol en el
tejido deshidratado, y asi, facilitar la infiltracion de la parafina en el siguiente paso.
Después, el tejido se incluyd en parafina en una estufa a 60 °C durante 24 horas para
obtener bloques. Finalmente, se realizaron cortes de 5 pm con un microtomo (HM-
310, Micron) y se colocaron en un portaobjetos que fueron secados en una estufa
durante 24 horas.

Antes de realizar las diferentes tinciones, se lavo los cortes de rindn colocados
en portaobjetos con xileno para eliminar los restos de parafina y se rehidrato el
tejido con soluciones de isopropanol (desde el 100 % hasta el 76 %) hasta finalizar con

agua destilada.

5.1. Tincion hematoxilina-eosina

Esta tincion histologica permite el estudio de la morfologia de las células que
conforman el tejido de estudio debido a los dos tintes utilizados, asi como de las
estructuras tisulares en conjunto. La hematoxilina se une intensamente a los acidos,
por lo que se unira a los acidos nucleicos y marcara el nucleo celular de un tono

azulado. La eosina, compuesto cargado negativamente, presenta avidez por los
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compuestos basicos, de forma que delimita el citoplasma de la célula de un tono
rosado.

Para obtener esta tincion se introdujo el tejido deshidratado en hematoxilina
durante 10 minutos y en eosina durante 30 segundos. Posteriormente, se deshidrato
de nuevo el tejido con alcohol siguiendo el mismo procedimiento descrito
anteriormente. Tras la deshidratacion, se anadi6 medio de montaje DPX a los
portaobjetos y se colocé un cubreobjetos para proteger los cortes tefidos. Una vez
secos, se observaron en un microscopio optico (Olympus BX51) y se realizaron

fotografias para su analisis.

Figura 27. Imagen representativa de un corte longitudinal de un rifndén de rata
tenido con hematoxilina-eosina. Se diferencian las tres partes que se estudiaran
detenidamente: A) corteza; B) médula C) papila.

Se realizé un analisis del dano tisular observado en la corteza, médula y papila
renal de todos los animales incluidos en el estudio, con el fin de evaluar la presencia
o ausencia de dano en el tejido renal tras el tratamiento farmacologico. Para ello, se
utilizaron 3 cortes renales tefiidos de hematoxilina-eosina provenientes de animales
controles negativos (sin ningun tipo de tratamiento farmacoldgico) y 3 cortes renales
con la misma tincion provenientes de ratas tratadas con un farmaco que produce
dano renal cortico-medular, utilizados como controles positivos de dano. La tabla 9
adjunta muestra las caracteristicas de dano evaluadas en las cuatro estructuras

fundamentales del rifndn: los glomérulos, los tubulos, el intersticio renal y los vasos
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sanguineos asi como su valor numérico asociado. Se evaluaron las caracteristicas
histologicas renales en cada grupo experimental animal. Para ello, se dividio la parte
renal a analizar (corteza, médula o papila) en diez campos visuales observados con el
microscopio y se evalud la presencia de alguna alteracion en cada una de las
estructuras citadas. Tras analizar los diez campos visuales, se adjudicoé el valor
numérico correspondiente a cada estructura renal de acuerdo con el estudio

observacional realizado.

VALOR VALOR NUMERICO VALOR NUMERICO

ESTRUCTURA RENAL E
NUMERICO 0 1 2

Aparicién de glomérulos
GLOMERULOS Sin alteraciones  Proliferacion mesangial focal hialinizados/

esclerosados

Aparicion de microvacuolas Hinchamiento células tubulares
citoplasmaticas Vacuolizacion
TUBULOS RENALES  Sin alteraciones  Incremento en la celularidad Pérdida del borde en cepillo
Cambio de orientacion/ Presencia material hialino
conformacion de los tabulos Pérdida de los nucleos

Pérdida de los nucleos celulares
Proliferaciéon estromal
INTERSTICIO RENAL  Sin alteraciones  Proliferacién estromal focal _ _ _
Alteraciones inflamatorias

Fibrosis

Engrosamiento de las paredes

. Leve engrosamiento de las vasculares
VASOS SANGUINEOS  Sin alteraciones
paredes vasculares Aparicion de trombos proteicos

Infiltrado inflamatorio

Tabla 9. Caracteristicas de dafio renal evaluadas y valor numérico asociado.

5.2. Tinciéon inmunohistoquimica de fluorescencia

Esta técnica de inmunohistoquimica se basa en la deteccion y localizacion de
una determinada proteina en el tejido de estudio mediante un complejo formado por
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anticuerpos. El primer anticuerpo utilizado es capaz de unirse a la proteina que se
desea evaluar, mientras que, el anticuerpo secundario reconoce, por una parte, al
anticuerpo primario, y por otra, se encuentra unido a un fluorocromo, capaz de
emitir fluorescencia en el espectro visible tras ser excitado con diferentes longitudes
de onda. Ademas, esta técnica te permite estudiar multiples proteinas en un mismo
tejido de forma simultanea, gracias a la utilizacion de anticuerpos secundarios unidos
a fluorocromos diferentes.

Tras la hidratacién del tejido renal anteriormente descrita fue necesario hervir
las muestras en Tris-EDTA (10 mM Tris Base; 1 mM EDTA; 0,05 % tween; pH 9) a 100
°C durante 45 minutos con el fin de romper las uniones quimicas intraproteicas e
interproteicas producidas por el formaldehido en la etapa de fijacidon, que pudieran
impedir la fijacion de los anticuerpos a las proteinas (Salvadé-Usach y cols., 2001).
Después se bloqueo el tejido renal con leche al 5 % (Sigma Aldrich) durante 20
minutos a temperatura ambiente para saturar los posibles sitios de unién inespecifica
de los anticuerpos y se incubd el anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C.
Finalmente, se incubo el anticuerpo secundario en la soluciéon de bloqueo durante 90
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. La tabla 10 muestra las condiciones

de bloqueo, de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados.

ANTICUERPO , ANTICUERPO . ,
DILUCION DILUCION FLUOROFORO
PRIMARIO SECUNDARIO
Anti-COX-2 1:200 Anti-conejo 1:400 Cy3
Anti-renina 1:400 Anti-pollo 1:400 Cy2
Anti- actina 1:600 Anti-raton 1:400 Cy5

Tabla 10. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados y condiciones de uso.

Tras la incubacion, se anadi6 medio de montaje DPX (Sigma Aldrich) y se
cubrio los cortes del tejido con un cubreobjetos para protegerlos. Se esperé al menos
una hora tras el montaje para poder observar las preparaciones en un microscopio de
fluorescencia. Se utilizd un microscopio confocal de fluorescencia (Axiovert 200M,

Carl Zeiss) para evaluar la expresion y localizacion de las proteinas de estudio (figura
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28). Se realizaron fotografias a diferentes aumentos (10x, 20x y 40x) y se obtuvieron
imagenes representativas de cada grupo del corte renal completo mediante la
realizacion de un mosaico con multiples fotografias a un aumento de 10x (15
columnas, 25 filas, 5 % de superposicion, 911 ms de exposicion) con un microscopio

optico de fluorescencia (Axiovert 200M, Zeiss).

MEDULA RENAL CORTEZA RENAL

r A} r h!

Figura 28. Imagenes obtenidas mediante inmunofluorescencia en tejido renal de
rata; A) imagen representativa (10x) de un glomérulo renal (G); fluoréforo verde: COX-2;
fluordforo rojo: renina y fluoréforo azul: actina; B) vision global de la expresion de la
proteina de COX-2 en la corteza renal mediante la obtencion de multiples imdgenes a un
aumento de 20x.

6. IDENTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE UN ANALISIS
PROTEOMICO

La protedomica es el estudio y la caracterizacion del conjunto de proteinas
expresadas en un proteoma. Se utilizd este conjunto de técnicas de analisis
protedmico con el fin de identificar proteinas en la orina de nuestros animales,
estudiar su patron de excrecion y establecer una posible correlacion con los
diferentes parametros fisiologicos y fisiopatoldgicos estudiados.

En primer lugar, se aplico una técnica para analizar globalmente el proteoma y
separar sus proteinas. Una vez separadas, éstas fueron identificadas y analizadas

individualmente.
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6.1. Medida de la concentracion de proteinas de la muestra

La orina es un fluido bioldgico que no contiene una alta concentracion de
proteinas en unas condiciones fisioldgicas. Por ello, se concentraron 10 mL de las
muestras de orina en un volumen final de 200 pyL mediante unas columnas de
ultrafiltracion que contienen unos filtros especificos de union a proteinas con un
tamano de poro de 10 kDa (Amicon Ultra, Millipore). Las muestras fueron
centrifugadas en estas columnas a 4.000 G durante 60 minutos. Una vez obtenida la
muestra concentrada, se midio la concentracion de proteinas en cada una de ellas
mediante el kit comercial (Quantichrom Protein Assay, BioRad) basado en el método

colorimétrico de Bradford (apartado 4.3).

6.2. Preparacion de las muestras mediante el kit “Clean up”

Antes de utilizar las muestras, se concentraron y se limpiaron de impurezas
mediante la utilizacion de un kit comercial (Clean up kit, GE Healthcare) con el fin
de mejorar los resultados obtenidos con la electroforesis bidimensional. Segun el
protocolo del producto, se incubaron en hielo 100 pg de proteinas de cada muestra
con 300 pL de un agente precipitante durante 15 minutos. Posteriormente, se
anadieron 600 uL de un agente co-precipitante y se centrifugaron a 12.000 G durante
5 minutos. Tras repetir esta accion y lavar el pellet, éste se dejo secar antes de ser
rehidratado y resuspendido en una solucion especifica de rehidratacion (7 M urea, 2
M tiourea, 4 % CHAPS (del inglés 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propane-
sulfonate), 0.5 % anfolitos, 50 mM DTT y azul de bromofenol).

6.3. Electroforesis bidimensional (2D)

Las muestras previamente preparadas (apartado 6.2) se cargaron en una tira
IPG (del inglés immobilized pH gradient) (GE Healthcare) con un gradiente de pH de
3 a 11, con el fin de separarlas de acuerdo a su punto isoeléctrico, electroforesis
conocida como isoelectroenfoque. Al introducir las proteinas en un gradiente de pH'y
aplicar un campo eléctrico, éstas son capaces de variar su carga eléctrica
dependiendo del pH del entorno hasta migrar hacia un pH que coincida con su punto
isoeléctrico. El punto isoeléctrico de una proteina es el valor especifico de pH en el
que la carga neta de la proteina es 0 de forma que no se desplaza al aplicar un

campo eléctrico y se detendra en ese punto del gel. Para ello, se utilizé un aparato
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especifico (IPGphor-apparatus, GE Healthcare), donde las tiras con la muestras se
rehidrataron (a 30-60 V durante 12 horas) y se les aplicé un voltaje creciente de
forma gradual desde 500 V hasta 8.000 V, en el que se mantuvieron de forma
constante durante 6 horas. Posteriormente, las tiras se equilibraron en un tampon
especifico (50 mM Tris-HCL, pH 8.8, 6 M urea, 30 % glicerol, 2 % SDS, 0.01 % azul de
bromofenol) durante 15 minutos suplementado con 1 % DTT, seguidos de otros 15
minutos en el mismo tampdn suplementado con 2,5 % de iodoacetamida. En segundo
lugar, las tiras IPG se situaron en un gel de poliacrilamida del 12 % (Tris base 0,4 M,
pH 8.8; APS al 0,1%, TEMED al 0,08% y acrilamida) donde las proteinas fueron
separadas segun su peso molecular mediante una electroforesis SDS-PAGE
convencional (explicada en el apartado 3.9.4) a 40 mA en una cubeta SE 600 Ruby
(GE Healthcare).

6.4. Tincion del gel y captura de las imagenes

Una vez obtenido el mapa proteico de cada una de las muestras de estudio, fue
necesario tefir los geles de poliacrilamida para facilitar el proceso de analisis. Las
proteinas de los geles fueron fijadas con metanol al 50 % - acido acético al 7 %
durante 30 minutos. Posteriormente, éstos fueron tefidos con un colorante
fluorescente (Sypro Ruby, Molecular Probes) capaz de unirse selectivamente a los
aminoacidos basicos de las proteinas, durante toda la noche. Finalmente, se procesd
a la captura de imagenes con el escaner Ettan DIGE Imager (GE Healthcare) tras
realizar varios lavados con metanol 10 %- acido acético 7 % y agua destilada. La
figura 24 muestra una imagen representativa de un gel obtenido en el analisis de

nuestras tras la electroforesis bidimensional.
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Figura 29. Imagen representativa de un gel de poliacrilamida, obtenida con el
escaner Ettan DIGE Imager tras la realizacion de la electroforesis bidimensional.

Tras capturar las imagenes, se analizaron mediante la utilizacion del software
Image Master 2D Platinum, gracias al cual se identificaron las coordenadas de las
proteinas que aparecian en el mapa proteico de las orinas de nuestros animales de
estudio y que no aparecian en los provenientes de los animales controles.

Una vez encontradas dichas diferencias, fue necesario realizar geles aumentado
la concentracion de proteinas cargadas con el fin de aislarlas e identificarlas. Para
ello, se cargo 1 mg de proteinas de cada muestra previamente preparadas (apartado
6.2) y se realizaron los geles siguiendo los mismos pasos descritos anteriormente
(apartado 6.3 y 6.4).

6.5. Recorte de puntos y digestion de las proteinas

Tras realizar el nuevo con una mayor concentracion de proteinas, se recorto la
parte del gel donde aparecia la proteina de interés de forma manual, proceso
conocido como picado de spots. Los fragmentos de gel aislados fueron lavados con
agua destilada e incubados durante periodos de 20 minutos en i) una solucion

especifica (25 mM NH4HCO;), ii) suplementada con 50 % acetonitrilo (ACN) o iii)

102



MATERIALES Y METODOS

suplementada con 50 % de etanol. Posteriormente, los geles fueron deshidratados en
etanol durante 15 minutos y secados. Se incubaron en una solucion de 50 mM
NH4HCO; suplementada con 10 mM DTT, durante 1 hora a 56 °C. Posteriormente, se
incubaron en la misma solucion suplementada con 55 mM de iodoacetamida durante
30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Tras realizar dos lavados con la
solucion de 50 mM NH,HCO; (15 minutos) o suplementada con 50 % ACN (30 minutos),
fueron deshidratados y secados de nuevo como se ha descrito anteriormente. Los
geles resultantes fueron rehidratados (con 25 mM NH4HCO;) vy digeridos con la
enzima tripsina porcina (Tripsin Gold, MS Grade, Promega) a 37 °C durante toda la
noche. Los péptidos resultantes fueron extraidos del gel con ACN durante 30 minutos
a 37 °C y mas tarde con 0.2 % acido trifluoroacético (ATF) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La solucidn se evapor6 en una centrifuga de vacio (Biogen) y

los péptidos fueron resuspendidos en una solucion 0.1 % ATF/ACN (proporcion 2:1).

6.6. Identificacion de proteinas mediante la huella de masas

peptidica

Los péptidos resultantes de la digestion se analizaron mediante espectrometria
MALDI-TOF/TOF (por sus siglas en inglés MALDI Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization; y TOF Time-Of-Flight). Esta técnica es capaz de ionizar la
muestra, acelerar los iones por un campo eléctrico, dispersar éstos segun su
carga/masa, detectarlos y producir una sefal eléctrica que sera recogida en forma
de espectrograma. Se utilizo el equipo Autoflex Ill TOF-TOF (Bruker Daltonics) en
modo reflector con un voltaje para acelerar los iones de 21.000 V.

Antes de ionizarlas, una determinada cantidad de las muestras digeridas (1 pL)
fue situada en una placa especifica (Pre-spotted AnchorChip targets, Bruker
Daltonics) en contacto con una matriz de CHCA (del inglés cyano-4-hydroxycinnamic
acid) (Bruker Daltonics) con el fin de evitar la destruccion de los péptidos y facilitar
la evaporacion e ionizacion.

Tras realizar lavados con un tampon especifico (10 mM NH,H,PO,, 0.1 % TFA) se
aplicaron pulsos cortos de laser al preparado con el fin de ionizar la muestra.
Finalmente, el detector TOF acoplado al espectrometro de masas detectd la masa
de cada secuencia de péptidos ionizada midiendo el periodo de tiempo desde la
aceleracion de los iones en la fuente hasta impactar con el detector, mediante el uso

de dos software, FlexControl 3.0 y Flex Analysis 3.0 (Bruker Daltonics). El equipo fue
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previamente calibrado con senales de masa protonadas dentro del rango 1.000-4.000
m/z (relacion carga-masa).

Ademas, las secuencias obtenidas por dicho analisis de MS fueron fragmentadas
de nuevo y sometidas al mismo estudio previamente explicado, con el fin de verificar
los resultados obtenidos en el primer analisis.

Las masas obtenidas en ambos estudios fueron utilizadas para identificar
proteinas por su huella peptidica de masas tras asociar los péptidos obtenidos en el
estudio con los péptidos tedricos que conforman cada proteina en una base de datos.
Para ello, se utilizd el programa Mascot, donde las masas obtenidas se compararon
con dos bases de secuencias proteicas: i) Swiss prot (que contiene 548.454 secuencias
y 195.409.447 residuos) y ii) NCBInr (que contiene 90.327.714 secuencias Yy
33.244.920.493 residuos) en la categoria taxonomica de Rattus Novergicus (Swiss prot
con 7.935 secuencias y NCBInr con 84.371 secuencias contenidas).

Una vez identificadas las proteinas se estudio su patron de excrecion mediante

la técnica de Western blot (apartado 4.8).

7. RECOGIDA Y ANALISIS DE MUESTRAS DE ORINA DE
PACIENTES CON DRA

Se recogieron muestras de orina de 25 pacientes con DRA procedentes del
Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario de Salamanca (HUSA) con el fin de
verificar los resultados obtenidos en el analisis de los biomarcadores de DRA en
nuestro modelo experimental animal. Las muestras fueron recogidas a la llegada de
los pacientes al hospital antes de recibir ninglin tratamiento y fueron almacenadas en
el Biobanco del Complejo Hospitalario Universitario de Salamanca hasta su analisis. El
Servicio en colaboracion nos cedid6 los datos demograficos, datos de la
caracterizacion de la funcion renal, el diagnostico y otros parametros de interés con
los que se cred una base de datos. Ademas, se analizd la presencia de 12 de los
marcadores estudiados en el modelo experimental animal mediante Western blot
(apartado 4.8).
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresaron como la media = error estandar de la media
(EEM). Se utilizaron 3 animales por grupo en las terapias individuales, 13 animales
por grupo en las terapias dobles y 30 animales en la terapia triple.

Se aplico el test de Kolmogorov-Smirnov a los diferentes conjuntos de datos
para comprobar si su distribucion se ajustaba a una campana de Gauss. En caso
afirmativo, se aplicaron test estadisticos paramétricos. Se utilizé el test estadistico
t-student para comparar dos grupos de datos en un mismo dia de estudio y el test
estadistico de analisis de la varianza (ANOVA) para determinar las diferencias
significativas en un mismo grupo en los diferentes dias de tratamiento. Consideramos
significativo un valor de p <0,05. En caso de encontrar diferencias significativas en el
estudio del ANOVA, empleamos el test de Dunnett para las comparaciones “post
hoc”.

En el caso en el que los conjuntos de datos no presentaban una distribucion
normal, se utilizaron test estadisticos no paramétricos. Se empleo el test de Mann-
Whitney para comparar dos grupos en un mismo dia de tratamiento y el test de
Kruskal-Wallis para encontrar diferencias en un mismo grupo en los diferentes dias de
tratamiento. Consideramos significativo un valor de p <0,05. En este caso, el post-

test utilizado fue el test de Dunn’s.
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Tabla 11.Relacion de reactivos y productos utilizados.

REACTIVO/PRODUCTO REFERENCIA CASA COMERCIAL
Aceite mineral 141003.1211 Panreac
Albimina bovina sérica 0332 VWR Life Science
Aprotinina A-1153 Sigma-Aldrich
APS (persulfato de amonio) A3678 Sigma Aldrich
Azida sodica 6688 Merck
Azul de bromofenol B8026 Sigma Aldrich
Capilares heparinizados 7301 Deltalab
Cebadores qPCR Isogen Life Science
Colorante Sypro ruby S4942 Sigma Aldrich
Cubreobjetos 200x200 Thermo Fischer Scientific
DC Protein Assay (lowry) 5000112 Biorad
Dieta estandarizada Panlab
DMSO (dimetil sulfésido) 154938 Sigma Aldrich
dNTPs 11277049001 Roche
Dodecil sulfato sédico 20 % (SDS) 161-0418 Biorad
Dolethal 3064369 Vetoquinol
EDTA (etilendiaminotetracético) E5134 Sigma-Aldrich
ELISA angiotensina | DB52011 IBL
Eosina surgipath 353501601 Casa Alvarez
Etanol 95 % 100983 Merk
Filtros amicon H3569 Molecular Probes

Formaldehido

252931.12.14

Panreac
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Furosemida
Gentamicina
Glicerol
HClI
Hematoxilina de Harris
Heparina 5 %
Hidralazina
Ibuprofeno
Igepal CA630
iScript RT Supermix
Isofluorano (IsoFlo)
Jeringuillas 1 mL
Ketamina
Kit comercial NAG
Leche en polvo
Leupeptina
Luminol
Marcador pesos moleculares PageRulerTM
Material quirurgico
Medidor Na+
Medio de montaje DPX
Membrana de PVDF

Metanol

F4381

G3632

D4751

10-2332

6547533

H1753

11892

13021

170-8841

34009XU

9161406V

CN776211H

DZ062A-K

M-7409

L-2023

A8511

26616

B-722Na+

10-8500

IPVHO0010

20846.292
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H/1200/PB15

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Themo Fischer
Casa Alvarez
Hospira
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Biorad
Esteve
Braun
Pfizer
Diazyme Laboratories
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Fine Science Tools (FST)
Horiba
Casa Alvarez
Millipore

VWR Chemicals
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Minoxidil
Na;VO,
NaCl
NaF
NucleoSpin® RNA I
Parafina
Pelicula fotografica
Peroxido de hidrégeno
p-iodofenol
PMSF (fluoruro de fenilmetil sulfonilo)

Portaobjetos
Puntas micropipeta con filtro
Puntas micropipeta sin filtro
Quantichrom™ kit creatinina
Quantichrom™ kit proteinas

Quantichrom™ kit urea
Supermix IQ"™SYBR® Green
Sutura 5/0 no absorbible
TEMED (tetrametil-etilendiamina)
Trandolapril
Tris-Glicina 10x
Tubos de plastico de 10y 15 mL

Tubos de plastico de 15y 50 mL

M4145

5-6508

53014

56776

T40955

47410

H6520

110201

P-1585

76x26

2000/80 /16

DICT-500

QTPR-100

DIUR-500

170-8882

C0765074

142093

Ab142955

1610771

4092.7N

Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Machery Nagel
Casa Alvarez
Fuji Medicals
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
ThemoFischer
Neptune
Deltalab
BioAssay Systems
BioAssay Systems
BioAssay Systems
Bio-Rad
Braun
Panreac
Biorad
Biorad
Deltalab

Corning
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Tween-20 P7949 Sigma-Aldrich
Xilacina CN5721262 Bayer
B-mercaptoetanol M6250 Sigma-Aldrich

Tabla 12. Anticuerpos utilizados, referencia y casa comercial (informacién no disponible
por proceso de patente).
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Tabla 13. Relaciéon de equipos y aparatos utilizados.

EQUIPO/APARATO

CASA COMERCIAL

Agitador

Agitador rotatorio Navigator

Bano himedo

Bano seco

Bomba de infusién

Cassette de revelado

Centrifugas

Cepos rata

Equipo de Western blot Mini-Protean®lll
Escaner

Estufa

Fuente de alimentacion Power Pac 3000

Jaulas metabdlicas

Grant BOEKEL
Dinko Intruments
Indelab
Termolyne, modelo 17600
Dinko Instrumentes
Amersham
Eppendorf

Panlab

Bio-Rad

Canon

BioTek

Bio-Rad

Panlab
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Laser Doppler

Lector de placas ELISA

Maquina anestesia inhalatoria

Maquina de revelado Medical X Ray Processor

Maquina presion arterial

Medidor de Na+ compacto

Microscopio confocal

Microscopio de fluorescencia Axiovert 200M

MyCyclerTM Bio-Rad

Nanodrop (ND-1000)

Osmometro

Politron Ultra-turrax T8

Sonda flujometro

Soporte agitador rotatorio

Termociclador iQTM 5

Ultracongelador

Moor LDLS

BioTek

MSS Isoflurane

Kodak

Panlab

Horiba Scientific

Carl Zeiss

Carl Zeiss
Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific

Gonotec

IKA Labortechnick

Transonic

Dinko Intruments

Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific
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Tabla 14. Programas y software informaticos utilizados

PROGRAMAS / SOFTWARES INFORMATICOS CASA COMERCIAL
Adobe Photoshop 7.0 Adobe

Carl Zeiss Zeiss

Ednote Program Ednote

Fiji (Image j) Fiji

Gen 5.0 Bio-Tek
GraphPad Prism 6 GraphPad
Microsoft Excel 2016 Microsoft

Primer Blast

Scion Image

NCBI (National Center for Biotechnology
Information)

Scion Corporation
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RESULTADOS Y DISCUSION

BLOQUE 1: MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL DE TRIPLE WHAMMY

El rapido incremento de las enfermedades crénicas y el envejecimiento de la
poblacion mundial han provocado un aumento en el ndmero de individuos
polimedicados. Rollason y Vogt observaron que hasta el 20 % de la poblacién mayor
de 70 anos toma 5 medicamentos o mas de forma conjunta (Rollason y Vogt, 2003).
Dentro de las enfermedades croénicas, la hipertension afecta al 40 % de la poblacion
mayor de 25 anos. Dada la etiologia multifactorial de esta dolencia, se necesitan dos
o mas farmacos anti-hipertensivos para controlarla (Frank, 2008). Por otra parte, los
AINEs son los farmacos mas prescritos en el mundo para tratar el dolor agudo o
cronico, por lo que es comun encontrar individuos polimedicados con
antihipertensivos y AINEs. Sin embargo, esta asociacion de farmacos puede tener
efectos secundarios renales graves. Diferentes estudios relacionan la administracion
conjunta de los diuréticos, los inhibidores de la angiotensina Il y los AINES con un
riesgo a desarrollar un DRA, conocido en clinica como efecto Triple Whammy.

Los diuréticos y los inhibidores de la angiotensina Il pueden provocar
alteraciones renales de tipo hemodinamico que desemboquen en un DRA de tipo pre-
renal, pero no se relacionan con la aparicion de otros tipos de DRA, incluso, se han
utilizado en algunos estudios como herramientas para tratar y prevenir ciertas
enfermedades renales (Marin y cols., 2008; Ejaz y Mohandas, 2014; Prowle y cols.,
2014 ). Sin embargo, los efectos renales de los AINEs pueden ser catalogados en dos
grupos. Por un lado, los AINEs se consideran farmacos nefrotoxicos que pueden danar
las estructuras renales y desembocar en un DRA de tipo renal. Concretamente, estos
farmacos pueden producir una nefritis intersticial aguda acompanada de un sindrome
nefrético. La nefritis tubulointersticial es una enfermedad inflamatoria que se
desarrolla en el intersticio renal y en los tUbulos renales, que puede cursar con
alteraciones en el intersticio, como edema o fibrosis y en los tubulos, como dafno
tubular agudo o atrofia. El mecanismo por el cual los farmacos producen este tipo de
dano renal es de caracter inmunoldgico ya que, al unirse a las estructuras renales,
estimulan una respuesta inflamatoria que producen una activacion de los linfocitos y
un daino de las estructuras renales, lo que desemboca en un DRA (Calderéon-Ospina y
cols., 2010). Este dano suele ir acompainado de un sindrome nefrotico, en el que se
producen lesiones glomerulares minimas.

Ademas, el uso prolongado de los AINEs puede dar lugar a una necrosis papilar

que puede desembocar en una insuficiencia renal crénica (Zadrazil, 2006). El
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mecanismo de accién de estos farmacos para llevar a cabo este dafo no esta
completamente dilucidado. Se plantean dos posibles mecanismos de accion
primarios: i) un efecto toxico directo sobre las células de la médula renal o ii) una
isquemia renal prolongada como consecuencia de las alteraciones hemodinamicas
producidas al inhibir la sintesis de PGs (Brix, 2002).

Por otra parte, los AINEs inhiben la sintesis de PGs, moléculas capaces de
mantener una correcta hemodinamica renal en situaciones en las que la perfusion
renal se encuentra comprometida. La inhibicion de estas moléculas en estas
situaciones clinicas puede desembocar en un DRA de tipo pre-renal. El DRA que
aparece tras la administracion de los AINEs representa el 15,6 % de los casos de DRA
producido por farmacos (Delmas, 1995), de forma que la deteccion de estas
alteraciones es fundamental para la prevencion y el uso adecuado de estos

medicamentos.

1. CARACTERIZACION DEL MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL DE
DANO RENAL AGUDO TRIPLE WHAMMY

Con estos antecedentes, se quiso desarrollar un modelo experimental animal
que reprodujese el concepto de Triple Whammy para caracterizar el dano renal
producido por la terapia combinada y estudiar los mecanismos fisiopatologicos
involucrados. Ademas, se quiso estudiar el concepto de riesgo en el modelo
propuesto. El riesgo o sensibilizacion de desarrollar un DRA se sitla en el punto en el
que el dafo renal no se ha instaurado en el érgano pero ya aparecen complicaciones
que lo diferencian de su estado sano. La nefrotoxicidad presenta un papel crucial en
la susceptibilidad renal a desarrollar un DRA, ya que los farmacos pueden ser
administrados en dosis no nefrotoxicas por si solas pero que pueden producir
alteraciones no detectables y desembocar en un DRA si se combinan con otros
farmacos también administrados en dosis no toxicas para este organo.

Se administré un AINE, un diurético y un inhibidor de angiotensina Il de forma
individual, en doble y triple terapia. Asimismo, se definié un esquema de tratamiento
que nos permitiera estudiar las posibles alteraciones subyacentes producidas por la
combinacion de dos farmacos, que se hicieran evidentes tras la administracion del

tercer medicamento.
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1.1. Caracterizacion de la funcioén renal

1.1.1. Analisis de la creatinina y de la urea plasmatica

Los riflones son los drganos encargados de depurar la sangre de los desechos y
sustancias toxicas, que se eliminaran a través de la orina. Cuando la funcion renal se
encuentra deteriorada, se produce una acumulacion de dichos productos en la
sangre, especialmente de compuestos nitrogenados como la creatinina o la urea. Por
ello, la determinacion de la concentracion de estos metabolitos secundarios en el
plasma es utilizada para estimar la funcion renal. La creatinina es el parametro
principal utilizado en el area clinica para diagnosticar un fallo renal. Es el producto
final del metabolismo de la creatina, molécula situada en el tejido muscular. Por su
parte, la urea es una sustancia toxica resultante de la degradacion de las sustancias
nitrogenadas del organismo.

La figura 30 representa el analisis de la creatinina y de la urea plasmatica a lo
largo del tratamiento. La triple terapia produce un aumento claramente significativo
de la creatinina (figura30.A) y de la urea plasmatica (figura 30.B) a dia 6 respecto a
su basal. Estos resultados indican la presencia de un fallo en la funcion renal de los
animales tratados con la triple terapia, incapaces de eliminar estos compuestos
nitrogenados de su organismo. Sin embargo, las terapias individuales y dobles no
alteran estos parametros. Otros estudios también han demostrado que la
administracion conjunta de estas familias de farmacos no produce un aumento de

estas variables (Kose y cols., 2010; Cheng y cols., 1999; Pritchard y cols., 1997).
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A) B)
Creatinina plasmatica Urea plasmatica
4 1000
# #
# : 800
3 #
g g 600
o 2 o
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0 r — - — — 0 - - — -
BASAL DIA0 DIA2 DIA4 DIiA6 BASAL DIA0 DiA2 DIA4 DiA6
Tiempo de tratamiento (dias) Tiempo de tratamiento (dias)

<+ CONTROL # |[BUPROFENO (I) =+ TRANDOLAPRIL (T)

% FUROSEMIDA (F) =+ +T @ 4F @8 T+F & 4T+F

Figura 30. Evolucion de la creatinina (A) y de la urea plasmatica (B) durante el
tratamiento de los tres farmacos de forma individual, doble o triple. Los datos
representan la media + EEM. * p<0.05 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0.05
respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento.

1.1.2. Estimacion de la tasa de filtracion glomerular

El aclaramiento de creatinina es el parametro mas directo para estimar la TFG,
ya que la cantidad de este metabolito en la orina depende mayoritariamente de una
correcta filtracion glomerular. Las figuras 31 y 32 muestran su analisis, donde cada
grafica representa la variacion en porcentaje del aclaramiento de creatinina respecto
a la muestra basal, valor considerado como 100 %. Los datos se han representado en
porcentaje debido a su variabilidad dentro del rango normal, con el fin de facilitar su
comparacion y observar el grado de disminucion por el efecto de cada farmaco. Los
colores verdes representan las terapias individuales, los colores rojos sefalan las
terapias dobles y el color gris marca la terapia triple.

Las terapias individuales (figura 31) no producen una alteracion de la TFG, ya
que el aclaramiento de creatinina plasmatica no varia de forma significativa respecto
al control. Podemos observar una disminucion estadisticamente significativa en el

grupo de ibuprofeno a dia 4. Esta variacion no se mantiene en los siguientes dias de
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tratamiento, por lo que puede ser causada por el aumento de la TFG en el grupo

control a dia 4, variacion debida a un factor meramente experimental.

Aclaramiento de creatinina

Il CONTROL [l IBUPROFENO (I) Il CONTROL [l TRANDOLAPRIL (T)
250; 250-
© ©
@ 2001 @ 200
o o]
© © l
s 1501 o 150
g 100+ 2 1
S 50 S 50
e B
0- . , : . 0- ; : . .
BASAL DIA0 DiA2 DiA4 DiA6 BASAL DIA0 DiA2 DIA4 DIiA6
Tiempo de tratamiento (dias) Tiempo de tratamiento (dias)
Il CONTROL FUROSEMIDA (F)
250-
©
© 2001
o
© |
o 150
@
2 100;
o
= 501
=
0- ; "

BASAL DIA0 DIA2 DIA4 DIiAG

Tiempo de tratamiento (dias)

Figura 31. Representacion del aclaramiento de creatinina analizada en los
tratamientos individuales. Los datos representan la media + EEM. * p<0.05 respecto a la
muestra basal del grupo, # p<0.05 respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento.

Sin embargo, las dobles terapias con el AINE producen una alteracion en la TFG
(figura 32). El tratamiento I+T produce una disminucion del aclaramiento de
creatinina tras 4 dias de administracion farmacolégica (muestra dia 0), que se
mantiene hasta finalizar el experimento. La terapia I+F produce una disminucion de
esta variable tras la segunda dosis de furosemida hasta el dia 6. En ambos casos, el
porcentaje de disminucion de la TFG se encuentra alrededor del 50-60 %. Esta
disminucion de la TFG demuestra una alteracion en la funcion renal, alteracion que

no da lugar a un aumento de la creatinina plasmatica. Estos datos verifican que es
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necesario que la TFG se reduzca un 60-70 % para que la creatinina plasmatica
aumente en el plasma (Thomas y cols., 2015). La doble terapia de T+F no produce
una alteracion de dicho parametro, aunque las diferencias de los datos resulten
estadisticamente significativas a dia 4, debido posiblemente a la variabilidad de los

datos en el grupo control en dicha muestra.

Aclaramiento de creatinina
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Figura 32. Representacion del aclaramiento de la creatinina analizada en la
terapia doble y triple. Los datos representan la media + EEM. * p<0.05 respecto a la
muestra basal del grupo, # p<0.05 respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento.

En el grupo de la triple terapia se observa una reduccion de la TFG de
aproximadamente el 60 % tras la segunda dosis de furosemida, que llega casi al 90 %
tras seis dosis de dicho farmaco. En este caso, esta disminucion se asocia con el
aumento de la creatinina plasmatica observada en este grupo desde el dia 2 al dia 6

de tratamiento (figura 32).
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La triple terapia reproduce experimentalmente un DRA, definido por un

aumento de la creatinina y de la urea plasmatica, acompafiado de una

pueden reproducir un DRA subclinico, ya que presentan una disminucion de la

|
|
|
|
:
i disminucién altamente significativa de la TFG. Las dobles terapias con un AINE
|
i TFG, que no desemboca en un aumento de la creatinina plasmatica.

1

1.2. Caracterizacion del tipo de DRA del modelo animal

Tras reproducir un DRA en los animales tratados con la triple terapia y un
posible DRA subclinico en dos de los grupos experimentales de la doble terapia,
decidimos analizar diferentes parametros con el fin de dilucidar el tipo de DRA

reproducido en nuestro modelo.

1.2.1. Concentracion de proteinas en la orina

En condiciones normales un individuo excreta una pequefia cantidad de
proteinas en la orina, debido a que las proteinas que se filtran (que es solo una parte
de las que contiene el plasma), son mayoritariamente reabsorbidas en el tubulo. Sin
embargo, un dafo o alteracién funcional en la barrera de filtracion glomerular, o en
los tubulos provoca el filtrado descontrolado de estas moléculas o una deficiente
reabsorcion, respectivamente, que provocara un aumento de la proteinuria, es decir,
de la cantidad de proteinas excretadas en la orina En la necrosis tubular aguda
(NTA), el tipo de dafo mas comin de DRA de tipo renal, diferentes elementos
nocivos pueden provocar la necrosis de las células del sistema tubular de la nefrona,
por lo que se produce una disminucion en la reabsorcion tubular y como
consecuencia, aparece proteinuria. Como control positivo de este tipo de alteracion
renal hemos utilizado orina procedente de un animal tratado con dosis nefrotoxicas
del aminoglucésido gentamicina. La gentamicina es un antibiotico ampliamente
utilizado en la practica clinica para el tratamiento de infecciones por
microorganismos gram negativos y de la endocarditis bacteriana. La nefrotoxicidad es
su principal limitacion terapéutica, que afecta a un 10-25 % de los pacientes tratados
con este farmaco, y puede dar lugar a un DRA de tipo renal. Este farmaco produce un

dano en las estructuras tubulares de la nefrona (muerte celular de las células del
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epitelio tubular y alteraciones funcionales en el transporte de solutos y agua), en el
glomerulo renal (contraccion de las células mesangiales) y en la vasculatura renal

(vasoconstriccion) (Lopez-Novoa y cols., 2011).

Excrecidon urinaria de proteinas

I CONTROL [l IBUPROFENO (1) Il CONTROL [l TRANDOLAPRIL (T)
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Figura 33. Excrecion urinaria de proteinas en la terapia individual. Los datos
representan la media + EEM. * p<0.05 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0.05
respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento.

El rango normal de excrecion urinaria de proteinas en una rata de laboratorio
se encuentra ente 10-15 mg/dia. Este parametro puede aumentar hasta 60 mg/dia en
modelos de necrosis tubular. El tratamiento con una dosis de gentamicina de 150
mg/kg/dia (G-150) durante 6 dias provoca la aparicion de una elevada cantidad de
proteinas excretadas en la orina, como se puede ver en todas las graficas de la figura
33. Las terapias individuales (figura 33) no producen una alteracion significativa de la
excrecion urinaria de proteinas en los animales de laboratorio, aunque el trandolapril
o la furosemida tienden a aumentar esta variable en la orina siempre dentro del

rango fisioldgico.
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Excrecion urinaria de proteinas
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Figura 34. Excrecion urinaria de proteinas en la terapia doble y triple. Los datos
representan la media + EEM. * p<0.05 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0.05
respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento.

Las terapias dobles que contienen el AINE producen una disminucion
significativa de la excrecion urinaria de proteinas (figura 34), que comienza a dia 0
de tratamiento y se hace mas evidente a dia 6. Estos grupos también presentan una
disminucion de la TFG, datos que sugieren una alteracion en la funcién renal. La
triple terapia produce una disminucion de la excrecion de proteinas mas drastica que
en las dobles terapias con el AINE (figura 34). Estos resultados sugieren que el AINE
es el mayor responsable de la disminucion de la excrecion urinaria de proteinas,
siempre que se administre en doble o triple terapia, ya que no se observa
disminucion ninguna en la terapia individual. Mdltiples estudios describen el efecto
anti-proteindrico de los AINEs y de los inhibidores de la angiotensina Il debido a la
disminucion de la presion intraglomerular que provocan al inhibir las PGs y la
angiotensina Il, respectivamente (Vogt y cols., 2010). Nuestros resultados indicarian
que dicho efecto se observa en los individuos en los que la funcion renal es

dependiente de estas moléculas. Por ello, estas terapias se han utilizado para
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disminuir la proteinuria en pacientes con diversas enfermedades (Stosic y cols., 1995;
Sarafidis y cols., 2017).

No se produce un aumento de este parametro en ningln grupo experimental,
diferencia clara respecto al grupo de gentamicina, en el que se observa un claro
aumento de la proteinuria. Estos resultados sugieren que el DRA observado en el
grupo tratado con los tres farmacos no presenta alteraciones estructurales que

provoguen un aumento de la proteinuria.

1.2.2. Estado hidro-electrolitico

El DRA se caracteriza por la incapacidad de regular la homeostasis del
organismo (equilibro acido-base e hidro-electrolitico) y su analisis puede ayudar a
determinar el tipo de DRA. En el DRA de tipo renal la alteracion de este equilibrio es
consecuencia de un dano en las estructuras de la nefrona, mientras que en el DRA de
tipo pre-renal su modificacion es debida a un cambio en los mecanismos de
regulacion de la homeostasis del organismo. Para analizar el estado hidro-
electrolitico del modelo animal se evaluaron diferentes parametros: i) la osmolalidad
urinaria; ii) el balance hidrico; iii) la fraccion excretada de glucosa; iv) la excrecion
urinaria de Na” y v) la excrecion fraccional de Na'.

La osmolalidad urinaria depende del nimero de iones osmédticamente activos y
de las moléculas disueltas en los fluidos del organismo. El Na*, el K*, el Cl', el HCO;,
la glucosa y la urea son los solutos mas importantes desde un punto de vista
osmotico. En clinica, su analisis es utilizado para valorar la funcion y la actividad
renal. En condiciones normales, los rifones sanos son capaces de concentrar la orina
de forma que su osmolalidad sea cuatro veces mayor que la del plasma. La
concentracion de la orina se lleva a cabo por las células tubulares de la nefrona,
encargadas de intercambiar solutos y agua entre el lumen tubular y el liquido
intersticial. Diferentes factores como la deshidratacion, el exceso o defecto de
ingesta de liquidos, la hipernatremia o un DRA pueden alterar la osmolalidad en la
orina. En el caso de un DRA de tipo renal, las células tubulares se encuentran
danadas por lo que no pueden concentrar la orina y su osmolalidad disminuye hasta
igualarse a la osmolalidad plasmatica, con valor aproximado de 300 mmOsm/kg
(Agaba y cols., 2012). En el caso de un DRA de tipo pre-renal no se altera este
parametro ya que las células tubulares no estan danadas y pueden llevar a cabo su
funcion de concentracion de la orina. La osmolalidad urinaria de los grupos

experimentales es mayor de 500 mOsm/kg (tabla 15), lo que se traduce en un
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correcto funcionamiento de las células tubulares de la nefrona. Estos datos son
importantes en los grupos en los que hemos observado un DRA, ya que contribuyen a
pensar que no existe dano en las estructuras tubulares de la nefrona.

Sin embargo, los farmacos utilizados pueden alterar esta variable. Las PGs son
fundamentales en el control del efecto anti-diurético de la hormona ADH en la parte
distal de la nefrona. En ausencia de la ADH la porcién final del tdbulo contorneado
distal y del tubulo colector son impermeables al agua, mientras que en su presencia
la permeabilidad aumenta drasticamente, lo que permite reabsorber agua libre de
solutos e incrementar la osmolalidad de la orina (Catala-Bauset y cols., 2007). Las
PGs antagonizan el efecto de esta hormona en esta parte distal de la nefrona, de
forma que su inhibicion tras la administracién de un AINE produce un incremento de
la osmolalidad urinaria. Por otra parte, la furosemida impide al rifdn regular la

reabsorcion de solutos y agua, lo que se traduce en una disminucidon de este

parametro.
CONTROL 1.281 1 77 27,3 £ 4,1 0,0£00
IBUPROFENO (I) 2,573  473,1 18,5 £0,8 0,020,0
TRANDOLAPRIL (T) 960 + 138,6 18,8 £2,8 0,000
FUROSEMIDA (F) 666,7 £ 103,7 19,1 £2,1 0,00,
I+T 2.230 % 437,6 13,4 %22 0,000
I+F 1.240 £ 198,4 11,2%5,8 0,000
T+F 820 £ 80,7 214 0,0£0,0
+T+F 995 + 231 9632 " 0,0£0,0

Tabla 15. Osmolalidad urinaria, balance hidrico y fraccion excretada de glucosa
evaluada en los grupos a dia 6 de tratamiento. Los datos representan la media + EEM. #
p<0.05 respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento.

El estado hidrico estimado de los animales (tabla 15) indica un balance hidrico
positivo, lo que demuestra que no se encuentran deshidratados. Sin embargo, los
animales de la triple terapia presentan una disminucion significativa de este balance

respecto al control, ya que su estado hidrico disminuye un 70 % respecto a dicho
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grupo. Ademas, los grupos analizados con un posible DRA subclinico, aquellos
tratados con I+T o I+F, también presentan una disminucidén no significativa de su
balance hidrico, que podria influir en el desarrollo del DRA.

La fraccion excretada de glucosa permite evaluar el funcionamiento del
transporte tubular de la nefrona. La glucosa es un metabolito que no debe aparecer
en orina, ya que se filtra libremente a través del glomérulo pero se reabsorbe en su
totalidad a lo largo de la porcion tubular de la nefrona. La presencia de glucosa en la
orina implica: i) que los mecanismos de transporte de las células tubulares se
encuentran danadas, como ocurre en el dano renal; ii) que la concentraciéon de
glucosa en el ultrafiltrado sobrepasa el umbral renal de glucosa y el sistema tubular
no es capaz de reabsorber el exceso del metabolito (Brodehl y cols., 1987). En el
modelo se observa que la fraccion excretada de este metabolito es 0 en todos los
grupos, lo que verifica el correcto funcionamiento de las células tubulares renales.

La excrecion urinaria de Na"y su excrecion fraccional (EFNa) son dos variables
utiles para evaluar la integridad tubular (tabla 15). En individuos sanos la EFNa es
inferior al 1 %, al igual que en un DRA de tipo pre-renal, lo que indica un
funcionamiento normal de los mecanismos recaptadores de Na" a lo largo de la
nefrona, y por extension, del funcionamiento y la homeostasis tubular, ya que el
funcionamiento de la mayoria de los transportadores tubulares esta directa o
indirectamente acoplado al de los otros. Sin embargo, este valor aumenta por encima
del 1 % en individuos con un DRA de tipo renal, debido a que las células tubulares
danadas son incapaces de reabsorber correctamente dicho electrolito. Este valor
puede ser también elevado en pacientes con un DRA de tipo pre-renal tratados con
diuréticos, ya que el diurético inhibe su reabsorcion de forma directa o indirecta y
desacopla el retrocontrol glomérulo-tubular que ajusta la reabsorcion tubular a la
filtracion glomerular.

Cabe recalcar que en el modelo experimental se utilizan farmacos que alteran
los mecanismos de transporte de este electrolito. La furosemida es un diurético del
asa que lleva a cabo su efecto mediante la inhibicion del cotransportador Na*™-K*-2Cl
situado en el asa de Henle. Por otra parte, las PGs estan encargadas de inhibir la
absorcion de Na® en el asa de Henle y en el tubulo colector de forma que su
inhibicion produce un aumento de la reabsorcion del electrolito. En el caso de los
IECAs, la inhibicion de la sintesis de la angiotensina Il produce una disminucion de la
sintesis de la aldosterona, y por tanto, una reduccion en la reabsorcion de Na* en el

tubulo contorneado distal.
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CONTROL 1,2%0,8 0,80,
I+T 0,8%0,1 0,902

I+F 0401 # 0601
T+F 0,8x0,1 06%0,1
I+T+F 0,08+£0,04 # 060,

Tabla 16. Andlisis del manejo del Na* al finalizar el tratamiento (dia 6) en el
modelo animal. EFNa: Excrecion fraccional de Na*. Los datos representan la media + EEM. #
p<0.05 respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento.

La excrecion urinaria de Na® disminuye significativamente en el grupo
experimental I+F y drasticamente en el grupo I+T+F respecto al grupo control (tabla
16). Esta bajada puede ser debida a la baja ingesta de agua, y por tanto del
electrolito, unida a una inhibicion en su reabsorcion producida por el diurético. No
obstante, los valores de la EFNa son inferiores al 1 % en todos los grupos, lo que
demuestra que no existe alteracion en el transporte del electrolito en las células
tubulares, y por tanto en su estructura. En todo caso, la triple terapia provoca una
disminucion muy acentuada de la concentracion de Na® en la orina, que
posiblemente, se equilibre gracias al aumento de otros solutos osmoticamente

activos para mantener la osmolalidad en un rango fisioldgico.

1.2.3. Estudio histolégico del rifién

Se analizaron las caracteristicas histoldgicas de los rifnones de todos los grupos
con el fin de estudiar la presencia de alteraciones histoldgicas renales. Se evaluo la
existencia de modificaciones en las cuatro estructuras fundamentales del rifdn: en
los glomérulos, en los tubulos renales, en los vasos sanguineos y en el intersticio
renal. Como control positivo de dano en el tejido renal se utilizaron rinones
procedentes de animales tratados con una dosis nefrotoxica de gentamicina durante
6 dias. Este farmaco produce una NTA, con pérdida de células epiteliales tubulares.
Los restos celulares se depositan en el lumen y producen obstruccion tubular, que
aparece como un cumulo de material hialino en la tincion. Aunque este farmaco no

produce grandes cambios morfoldgicos en la zona glomerular, a altas dosis provoca
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un ligero incremento de su tamafo asociado a una alteracion en la barrera de
filtracion glomerular con infiltracion de neutroéfilos (Lopez- Novoa y cols., 2010). Este
antibiotico produce una reduccion en el FSR debido a un incremento en las
resistencias, pero no se observan alteraciones morfologicas vasculares.

La terapias individuales y las dobles no producen alteraciones ni en la corteza,
ni en la médula y ni en la papila (figura 35y 36). Los cortes representativos de estas
estructuras son similares al grupo control y difieren drasticamente del grupo de
animales tratado con gentamicina 150 mg/kg/dia, utilizado como control positivo. No
obstante, la papila perteneciente al grupo T+F presenta un pequeno cambio de
conformacion y configuracion en sus tubulos.

Asimismo, la tripe terapia tampoco produce alteraciones obvias en la corteza y
en la médula (figura 37). Sin embargo, aparece un claro cambio en la configuracion
de la papila renal que no se ha observado en ninguno de los grupos anteriormente
analizados. Ademas, la coloracion del citoplasma de los tubulos de esta zona renal
varia respecto a los otros grupos del estudio. Aunque se desconoce la repercusion de
este cambio de conformacion de los tubulos renales en la funcion renal, estas
estructuras mantienen visiblemente su integridad y no se detectan otros cambios que
puedan sugerir un dano estructural. En su conjunto, esta alteracion no parece ser la
causa que provoque el fallo en la funcion renal.

Por otra parte, las demas estructuras analizadas conservan su estructura, sin
observar alteraciones inflamatorias en el intersticio o engrosamiento en las paredes

de los vasos sanguineos.
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Figura 35. Imagenes representativas de cortes histologicos (20x) tehidos con
hematoxilina-eosina procedentes de la corteza, la médula y la papila renal de los grupos
experimentales tratados con ibuprofeno, trandolapril o furosemida de forma individual.

Los * marcan las alteraciones producidas por la gentamcina 150 mg/kg/dia durante 6 dias.
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Figura 36. Imagenes representativas de cortes histologicos (20x) tehidos con
hematoxilina-eosina procedentes de la corteza, la médula y la papila renal de los grupos

experimentales tratados con las terapias dobles (I+T, I+F o T+F). Los * marcan las
alteraciones producidas por la gentamcina 150 mg/kg/dia durante 6 dias.
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Figura 37. Imagenes representativas de cortes histologicos (20x) tenidos con
hematoxilina-eosina procedentes de la corteza, la médula y la papila renal de los grupos
experimentales tratados con el triple tratamiento (I+T+F). Los * marcan las alteraciones
producidas por la gentamcina 150 mg/kg/dia durante 6 dias.

La triple terapia no produce proteinuria ni altera visiblemente la
integridad de la estructura renal, datos que sugieren que el DRA reproducido no
es consecuencia directa de un dafo en las estructuras renales. La correcta
osmolalidad urinaria y una EFNa por debajo del 1 % muestran un adecuado
funcionamiento de los tubulos renales. En su conjunto, estos resultados

parecen indicar que el DRA observado no es intrinseco o renal.
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2. ESTUDIO DEL PATRON DE MARCADORES URINARIOS
ASOCIADOS A DANO RENAL AGUDO EN EL MODELO TRIPLE
WHAMMY

El parametro globalmente utilizado para diagnosticar un DRA segln las escalas
de estratificacion internacionalmente aceptadas (RIFLE, AKIN y KDIGO)' es la
creatinina plasmatica (Thomas y cols., 2015). Este parametro identifica este
sindrome cuando la TFG ha disminuido un 60-70 %, con consecuencias graves para el
correcto funcionamiento renal. Identificar nuevos parametros capaces de reconocer
este sindrome durante esa ventana en la que la TFG se encuentra disminuida,
actualmente complicado en la practica clinica, es un objetivo importante debido a su
enorme importancia en el diagnoéstico preventivo, manejo y resolucion de esta
enfermedad. La presencia de proteinas en la orina denota una alteraciéon de la
estructura o en la funcion renal. Por ello, numerosos estudios actuales tienen como
objetivo relacionar la presencia de determinadas proteinas en la orina con el inicio
de un DRA, su diagnostico diferencial etiologico y etiopatogénico, e incluso, el riesgo
de padecerlo en determinadas circunstancias. En este contexto, proteinas como
biomarcador 1, biomarcador 2 o cbiomarcador 3 se relacionan con un dafo tubular y
biomarcador 4 se asocia a una alteracion en la filtracion glomerular (Hertzberg y
cols., 2017). Otros estudios vinculan el biomarcador 4 con un dano glomerular
(Camici, 2007) o la presencia de biomarcador 5 en la orina con un dano vascular
(D’Elia y cols., 2016). El analisis de estas proteinas en la orina de los animales del
estudio puede ayudar a evaluar las posibles alteraciones presentes en las estructuras
renales, no detectadas en los analisis previos. De nuevo, se utilizo orina procedente
de animales tratados con dosis nefrotoxicas de gentamicina, como control positivo de
un modelo animal de DRA intrinseco, con el fin de comparar este tipo de dafo con el
reproducido en nuestro modelo animal.

Por ello, los datos se representan en porcentaje respecto a este control positivo,
utilizado como dato de referencia.

A continuacion, se presenta la determinacion de 12 proteinas, previamente
relacionadas con distintos aspectos del diagnostico precoz y diferencial del DRA, en

la orina de los animales tratados con la doble y la tripe terapia.

" RIFLE: Risk, Injury, Failure, Loss y End Stage Kidney Disease; AKIN: Acute Kidney Injury
Network; KDIGO: Kidney Disease: Improving Global Outcomes.
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2.1. Biomarcadores urinarios relacionados con un dano tubular

La presencia de altas cantidades de ciertas proteinas en la orina, tales como
biomarcador 1, biomarcador 2, biomarcador 3, biomarcador 4, biomarcador 5,
biomarcador 6 o biomarcador 7 se relacionan con un dafo en las estructuras
tubulares de la nefrona, por lo que se consideran marcadores de tipo renal, en el que
se encuentra implicado un dano tisular, con o sin aumento de la creatinina

plasmatica.

2.1.1. Biomarcador 1

Informacion no publicada por proceso de patente.

En condiciones basales, el plasma contiene una baja cantidad de biomarcador 1
que es filtrado debido a su bajo peso molecular y a su carga positiva, y es
reabsorbido a nivel del tubulo proximal donde es degradado en lisosomas. En un rifdon
danado, la expresion de esta proteina se encuentra aumentada en las células
tubulares danadas de la nefrona, lo que se traduce en un aumento significativo de
esta proteina en la orina ( ). En nuestro modelo animal, el
biomarcador 1 no aparece a lo largo del tratamiento doble o triple en la orina de las
ratas, incluso en los animales de la triple terapia que a dia 6 presentan un claro dano
renal, mientras que se observa su presencia en la orina de la rata utilizada como
control positivo de DRA de tipo renal (figura 38). La cuantificacion realizada en el
grupo T+F retrata la variabilidad del grupo, pero las imagenes representativas

muestran la ausencia de esta proteina.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 38. Presencia urinaria del biomarcador 1 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia. Imagen representativa de la presencia del biomarcador 1 en la
orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes
obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.

2.1.2. Biomarcador 2

Debido a la estrecha relacion entre su aparicion en la orina y la NTA, el
biomarcador 2 es un claro marcador de daio en el parénquima renal, por lo que su
ausencia podria indicar la integridad del tejido renal. Los resultados obtenidos en
nuestro estudio (figura 39) demuestran la ausencia de esta proteina en la orina de
todos los grupos analizados, incluso en aquellos en los que existe un aumento de la
creatinina plasmatica. En el control positivo se detecta el biomarcador 2, datos que
apoyarian la correlacion existente entre la presencia de un dano tisular y la aparicion

de esta proteina en la orina.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 39. Presencia urinaria del biomarcador 2 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia. Imagen representativa de la presencia del biomarcador 2 en la
orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes

obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.

Informacion no publicada por proceso de patente.

138



RESULTADOS Y DISCUSION

2.1.3. Biomarcador 3

Debido a su pequefo tamaio (14 KDa) esta proteina se filtra libremente pero es
reabsorbida totalmente por el tubulo proximal (Noiri y cols., 2009). Actualmente,
numerosos estudios proponen esta molécula como biomarcador con valor pronoéstico y
predictivo en enfermedades renales. Nuestros resultados muestran que dicha
proteina no aparece en la orina de los animales tratados con los farmacos de estudio
mientras que aparece fuertemente en el modelo de DRA por gentamicina (figura 40).
Aunque su potencial como biomarcador de dafno renal se encuentra en las primeras
fases de desarrollo y se relaciona con otros tipos de dano, su ausencia en nuestro
modelo podria confirmar la integridad de las estructuras renales de nuestros

animales.

Figura no publicada por proceso de patente

Figura 40. Presencia urinaria del biomarcador 3 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia. Imagen representativa de la presencia del biomarcador 3 en la
orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes
obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.
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Informacion no publicada por proceso de patente.

2.1.4. Biomarcador 4

Esta proteina no se puede considerar un marcador exclusivamente renal, pero
puede predecir el estado funcional de este 6rgano a partir de sus valores en los
fluidos biologicos: i) en plasma serviria como un indice del estado de la filtracion
glomerular, ii) en orina marcaria el estado del sistema tubular.

Esta presente en pequeias cantidades en la orina de algunos grupos del modelo
(figura 41). En el grupo I+F aparece un alto valor en la muestra basal, con un amplio
error debido a la variabilidad de los datos. Tras analizar todos los resultados esta
presencia parece deberse a valores atipicos o outliers, ya que solamente se
encuentra en la orina basal de dos animales. En los grupos T+F e |+T+F aparece un
ligero aumento no significativo a lo largo del tratamiento. Esto podria indicar un
dano incipiente en los mecanismos de reabsorcion de los tUbulos renales no
detectado mediante otros analisis, aunque estas conclusiones son meramente
especulativas debido al minimo aumento de la proteina en relacion con el control

positivo.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 41. Presencia urinaria del biomarcador 4 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia. Imagen representativa de la presencia del biomarcador 4 en la
orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes
obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.

Informacion no publicada por proceso de patente.
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2.1.5. Biomarcador 5

Esta proteina se ha detectado en el interior de los exosomas urinarios y se ha
demostrado su potencial papel como biomarcador temprano de DRA, relacionado
especificamente con el dano tubular ( ). En nuestro modelo el
biomarcador 5 tampoco aparece en la orina de los animales analizados, mientras que
aparece de forma marcada en el controles positivo de DRA (figura 42). Se observa un
pequeio aumento no significativo en la muestra de dia 0 del grupo doble I+F, que no

se mantiene durante el resto de tratamiento.

Figura no publicada por proceso de patente

Figura 42. Presencia urinaria del biomarcador 5 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia. Imagen representativa de la presencia del biomarcador 5 en la
orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes
obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.
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Informacion no publicada por proceso de patente.

2.1.6. Biomarcador 6

Este marcador es capaz de predecir de forma temprana la aparicion de un DRA
y su prondstico, de forma que altas concentraciones de esta proteina en la orina
parecen indicar una alta probabilidad de que los pacientes necesiten dialisis o se
desemboque en la muerte ( ). En nuestro estudio, todos los
grupos del modelo presentan una excrecion del biomarcador 6 similar a la del grupo
control, alrededor de 0,5 u.a/dia. Asimismo, este parametro disminuye durante el
tratamiento triple, posiblemente producido por la reduccién total de la proteinuria.
En todo caso, los animales del modelo animal excretan minimas cantidades de esta
enzima, en comparacion con el grupo de la gentamicina que excreta hasta 2 u.a/dia
(figura 43).

Informacion no publicada por proceso de patente.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 43. Excrecion urinaria del biomarcador 6 en el modelo animal Triple
whammy. Los datos representan la media + EEM. * p<0.05 respecto a la muestra basal del
grupo, # p<0.05 respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento. u.a: unidades
arbitrarias.

2.1.7. Biomarcador 7

La concentracion de esta proteina en el plasma sanguineo es muy estable y su
eliminacion es exclusivamente renal. Es facilmente filtrada debido a su bajo peso
molecular (16 KDa) y a su carga, por lo que su concentracion en el plasma es un
indicador de la TFG mas sensible que la creatinina sérica ( ). En
la orina, esta proteina presenta muy baja concentracion, entre 0,03-0,3 mg/l, debido
a su catabolismo tubular renal total post-filtracion ( ). Se reabsorbe
totalmente en el tUbulo renal, de forma que la presencia de altas concentraciones en
la orina denotaria un dano en dichas estructuras renales. El tratamiento con el
antibidtico provoca su aparicion en la orina, posiblemente debido a la NTA que altera
los mecanismos de reabsorcion. Sin embargo, no aparece en nuestro modelo animal,

dato que sugiere, de nuevo, que los tratamientos utilizados no alteran la estructura
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de los tubulos renales, los cuales llevan a cabo el proceso de reabsorcion sin ningln

tipo de modificacion (figura 44).

Figura no publicada por proceso de patente

Figura 44. Presencia urinaria del biomarcador 7 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia Imagen representativa de la presencia del biomarcador 7 en la
orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes
obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.

Informacion no publicada por proceso de patente.
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2.2. Biomarcadores urinarios relacionados con un dafo

glomerular

2.2.1. Biomarcador 8

Informacion no publicada por proceso de patente.

La presencia en la orina de este biomarcador marca un dano directo en los
podocitos, y por tanto, un dano glomerular. En enfermedades como la diabetes, se
ha detectado esta proteina en la orina de pacientes incluso con normoalbuminuria,
por lo que podria ser un marcador de dafo podocitario temprano ( ).

La figura 45 muestra la ausencia de esta proteina en todos los grupos de

nuestro modelo, lo que indicaria una ausencia de daino glomerular en todos ellos.

Figura no publicada por proceso de patente

Figura 45. Presencia urinaria del biomarcador 8 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia. Imagen representativa de la presencia del biomarcador 8 en la
orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes
obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.
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2.3. Biomarcadores relacionados con un dano vascular

2.3.1. Biomarcador 9

Aunque se ha relacionado con diversas enfermedades, como la diabetes o la
obesidad, también se estudia el posible papel del biomarcador 9 como biomarcador
en la insuficiencia renal ya que sus niveles aumentan en relacion con la inflamacion
tras el dano vascular renal ( ). Esta proteina no aumenta
significativamente en la orina tras el tratamiento doble y triple (figura 46) en
relacion con la presencia obvia en el grupo del aminoglucésido. Sin embargo, se
observa un ligero aumento no significativo en los grupos del estudio. Es claramente
reconocida la relacion existente entre el SRAA y el sistema fibrinolitico. Estudios en
cultivos celulares renales demuestran que la angiotensina Il y otros componentes de
este sistema, como la renina o la aldosterona, aumentan la expresion de TGF-B
( ), y éste a su vez, promueve la sintesis del biomarcador 9 (

). Ademas, los farmacos inhibidores de la ECA disminuyen los niveles de esta
proteina en el plasma ( ). Estos hechos podrian tener alguna
relacion con nuestros resultados, en los que se observa un ligero aumento del
biomarcador 9 en la orina de aquellos grupos en los que el SRAA esta activado,
aunque el tratamiento con el trandolapril, pudiera enmascarar o disminuir dicho

aumento.

Informacion no publicada por proceso de patente.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 46. Presencia urinaria del biomarcador 9 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia. Imagen representativa de la presencia del biomarcador 9 en la
orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes
obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.

2.4. Nuevos biomarcadores en estudio

2.4.1. Biomarcador 10

Informacion no publicada po proceso de patente.

Esta proteina se ha propuesto como biomarcador diferencial de dano, ya que
aparece en la orina de animales tratados con gentamicina a dosis nefrotdxicas, pero
esta ausente en la orina de aquellas ratas que presentan un DRA producido por el
neoplasico cisplatino ( ). En nuestro modelo esta proteina no
aparece en ningln grupo, lo que apoya la hipotesis de marcador diferencial de DRA
(figura 47). En el grupo de triple terapia aparece un pequefio aumento no

significativo a dia 4y 6.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 47. Presencia urinaria dl biomarcador 10 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia. Imagen representativa de la presencia del biomarcador 10 en
la orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes
obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.

2.4.2. Biomarcador 11

Estudios previos en nuestro grupo de investigacion ( )
demostraron que las dosis subnefrotdxicas del antibiotico gentamicina predisponen al
individuo a desarrollar un DRA tras la administracion de un segundo farmaco
potencialmente nefrotoxico, también administrado en dosis no toxicas para el rifion
por si mismas. Ademas, este estudio correlaciono el riesgo de sufrir un DRA tras la
administracion de gentamicina con la aparicion en la orina del biomarcador 11. Este
estudio abre las puertas a un nuevo campo de investigacion, la blUsqueda de
biomarcadores que puedan predecir el dano antes de que se produzca. Esta proteina
no aparece en la orina de los animales del estudio, mientras que se observa

fuertemente en la orina del control positivo (figura 48).
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 48. Presencia urinaria del biomarcador 11 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia. Imagen representativa de la presencia del biomarcador 11 en
la orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes
obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.

Informacion no publicada por proceso de patente.

2.4.3. Biomarcador 12

Estudios recientes demuestran que la expresion del biomarcador 12 aumenta de
forma significativa en el rindn danado tras la administracion de gentamicina y el
grado de expresion parece ser dependiente del tipo de dano, la via de administracion
del aminoglucosido y del periodo de tiempo tras la induccion del dano (

). En nuestro estudio, el grupo de la triple terapia presenta un incremento muy
variable del biomarcador 12 en la orina, aunque los resultados no permiten obtener
conclusiones debido a su alta variabilidad, el porcentaje de presencia alcanza casi el

20 % a dia 6, lo que podria indicar un dafo incipiente. Esta proteina aparece de
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forma marcada en nuestro control positivo de G-150, lo que podria indicar la
correlacion entre un dano estructural y la presencia del biomarcador 12 en la orina
(figura 49).

Figura no publicada por proceso de patente

Figura 49. Presencia urinaria del biomarcador 12 en la orina de las ratas tratadas
con la doble y triple terapia. Imagen representativa de la presencia del biomarcador 12 en
la orina de los animales del estudio. La grdfica representa la cuantificacion de las imdgenes
obtenidas. Los datos representan la media + EEM, n=4. * p<0.05 respecto a la muestra basal
del grupo.

Informacion no publicada por proceso de patente.

2.5. Tabla resumen biomcarcadores DRA pre-renal

La tabla 17 muestra un resumen de la ausencia o presencia de los 12
marcadores analizados con el fin de obtener una huella péptidica para el DRA Triple
Whammy, que pueda diferenciar este tipo de dano de otros. Los valores se

representan en porcentaje en relacion al control positivo de G-150, el cual adquiere
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en todos los casos el 100 %, ya que las proteinas analizadas aparecen fuertemente en
esta muestra. Para facilitar su comprension, se establece un cédigo de colores para
marcar cada rango de porcentajes, donde el valor 0 se marca de color blanco y el
valor 100 se marca de color negro. El resto de porcentajes comprendidos entre estos
valores se etiquetan en diferentes colores grises. Asi, se observa como la huella
proteica resultante del analisis de estos marcadores en el el grupo control es
practicamente blanca, ya que los marcadores no aparecen en la orina de animales
sanos. Sin embargo, la huella peptidica del control positivo G-150 es completamente
negra, ya que estos marcadores aparecen fuertemente en los animales con un DRA de

tipo intrinseco.

Figura no publicada por proceso de patente

Tabla 17. Tabla resumen de la presencia o ausencia de los potenciales marcadores
de DRA analizados en el modelo experimental animal Triple Whammy en comparacion
con un modelo de DRA intrinseco (G-150). Los datos de excrecion urinaria de cada proteina,
expresados en porcentaje respecto al control positivo se representan mediante un coédigo de
colores. El valor 0 se marca de color blanco y el valor 100 se marca de color negro. El resto
de porcentajes comprendidos entre estos valores se etiquetan en diferentes colores grises.
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Los resultados obtenidos en el modelo Triple whammy muestran una ausencia
casi total de estos marcadores, lo que corrobora nuestra hipotesis de que representa
un DRA en el que no existe dano de las estructuras renales que sean la causa del fallo
renal. Algunas proteinas como el biomarcador 7 o el biomarcador 12 aparecen en
pequeias cantidades (en menos de un 20 %) en algunos dias de tratamiento o inluso
en las muestras basales. Este pequeio porcentaje de presencia también se observa
en el grupo control en otras proteinas, por lo que estos resultados podrian reflejar la
variabilidad aleatoria que marca el rango de normalidad. La huella proteica de los
animales tratados con la doble y la triple terapia se asemeja a la representada para
los animales controles y difiere firmemente de aquella delineada para el grupo de
DRA de tipo renal. En su conjunto, estos resultados sugieren de nuevo que el DRA
reproducido por nuestro modelo animal Triple Whammy es de tipo pre-renal.

Determinar la ausencia de los potenciales marcadores dano renal en el DRA
pre-renal podria suponer un avance para diferenciar el tipo de dano. En clinica,
podria facilitar la identificacion del dafno y evitar asi fallos en la clasificacion y en el
posterior tratamiento de este sindrome. Sin embargo, son muchos los factores
implicados y alterados en el DRA de tipo pre-renal, por lo que el desafio es
identificar los metabolitos claves que puedan descrifrar el estado de las vias
fisiologicas 0 fisiopatoldgicas implicadas y junto con la ausencia de estas proteinas en

la orina, englobar una huella peptidica que pueda identificar este tipo de dafo renal.

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - — -y

La ausencia de estos biomarcadores en el modelo sugiere que el tipo de

DRA reproducido es de tipo pre-renal, en el que no existe dafio en las

permitido delinear una huella proteica para este tipo de dafio que lo diferencia

de la huella proteica presente en el DRA de tipo renal.
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En su conjunto, los resultados analizados en este bloque nos permiten
alcanzar las siguientes conclusiones parciales:
e La administracion conjunta de ibuprofeno, trandolapril y furosemida produce
un DRA en los animales, caracterizado por un aumento de la creatinina y de la
urea plasmatica unido a una disminucion de la TFG.

e La ausencia de proteinuria y de los biomarcadores relacionados con un DRA de

-

tipo renal sugiere que el dafo reproducido es de tipo pre-renal.
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BLOQUE 2: ESTUDIO HEMODINAMICO SISTEMICO Y RENAL EN EL
MODELO TRIPLE WHAMMY

En el DRA pre-renal la TFG disminuye debido a una alteracién hemodinamica
sistémica y renal. En condiciones normales, la TFG se mantiene constante gracias a la
autorregulacion renal, capaz de sostener la perfusion renal ante variaciones de la PA
sistémica. Por ello, la hipoperfusion renal sostenida presente en un DRA pre-renal es
el resultado de: i) una disminucion de la PA sistémica por debajo de los limites de la
autorregulacion renal; o ii) una alteracion en los mecanismos de la autorregulacion
renal incapaces de llevar a cabo dicha regulacion.

Se realizaron estudios hemodinamicos en el grupo de la terapia triple en el que
aparece un claro fallo renal y en los grupos de las dobles terapias que podrian
presentar un posible dano renal sub-clinico. Se analizd el estado hemodinamico
sistémico y renal y se evaluaron algunas las moléculas claves implicadas en su

regulacion.

3. ESTADO DE LA HEMODINAMICA SISTEMICA Y RENAL EN EL
MODELO TRIPLE WHAMMY

Los farmacos utilizados en el modelo animal pueden alterar la PAS ya que
activan sus mecanismos de regulacion, como lo hacen los diuréticos, e interfieren
con las moléculas claves de dicha regulacion, como es el caso de los inhibidores de la
angiotensina Il y de los AINEs. Esos cambios en la PAS pueden dar lugar a cambios en
la PPR si los mecanismos de regulacion implicados no trabajan adecuadamente. Para
conocer el perfil hemodinamico de cada grupo, se analizd la evolucion de la PAS

durante el tratamiento y se evalud el FSR de cada animal a dia 6.

3.1. Evolucion de la presion arterial sistolica

El rango normal de PAS en una rata Wistar de laboratorio se encuentra
alrededor de 110-120 mmHg. El tratamiento con I+T produce una disminucion de
aproximadamente 20 mmHg en la fase de pre-tratamiento, que se mantiene sin
variaciones hasta el dia 6 (figura 50). Como se ha explicado en la Introduccion, las

PGs y la angiotensina Il no parecen tener un papel fundamental en el mantenimiento
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de la PA cuando no existen alteraciones que activen los mecanismos de regulacion.
Nuestros resultados corroboran dicho planteamiento, ya que su inhibicién no produce
una caida drastica de los valores de la PAS. Sin embargo, existe una disminucion
respecto al basal, resultados que sugieren la implicacion de estas moléculas en la
conservacion de este parametro. Se sabe que la inhibicién de la angiotensina Il no
altera la PA en individuos normotensos (Harding y cols., 2002) y que la administracion
conjunta de estos farmacos no tiene efectos adversos para los rifiones en situaciones

de perfusion renal normal (Sturrock y Struthers, 1993).

Presion arterial sistolica
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Figura 50. Evolucion de la PAS de los animales del modelo experimental animal
tratados con doble y triple terapia. Los datos representan la media + EEM. * p<0.05
respecto a la muestra basal del grupo, # p<0.05 respecto al grupo control en el mismo dia de
tratamiento.

El tratamiento con I+F produce pequenas variaciones significativas de la PAS,

pero se mantiene dentro de un rango de normalidad. El diurético se caracteriza por
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producir una disminucion de la volemia, hecho que activa los mecanismos de
regulacion de la PA, para evitar que dicha reducciéon de volumen se traduzca en una
disminucion de la PA. La inhibicion de las PGs no parece alterar esos mecanismos de
regulacion, ya que éstos son capaces de mantener la PA casi sin variaciones. Nuestros
resultados apoyan esta hipdtesis y corroboraran los resultados obtenidos por otros
grupos de investigacion, en los que la administracion de farmacos de estas familias
no produce alteraciones en la PA (Passmore y cols., 1990; Wilson y cols., 1993; Birk y
cols., 2000).

Sin embargo, el escenario cambia completamente cuando a la administracion
de la furosemida se asocia un inhibidor de la angiotensina Il, ya que la PA disminuye
progresivamente a lo largo del tratamiento hasta alcanzar valores de 90 mmHg.
Diferentes estudios muestran que la administracion conjunta de estos farmacos
produce hipotension, hecho que no se observa en los tratamientos individuales (Lane
y cols., 1998; Sechi y cols., 1990; Esnault y cols., 2008; Good y cols., 1994). En este
caso, los mecanismos de regulacion de la PA activados tras la deplecion de volumen
no serian capaces de mantener este parametro sin oscilaciones drasticas, debido a la
inhibicion de una de sus moléculas fundamentales, la angiotensina Il.

Por ultimo, en el grupo de la triple terapia, la inhibicion de las PGs anadida al
planteamiento anteriormente presentado no mejora la situacion fisiolégica, ya que
provoca una caida de la PA mucho mas drastica que en la doble terapia T+F,
notablemente significativa tras dos dosis del diurético, donde la PAS llega a valores
de 80 mmHg y que alcanza valores extremos tras seis dosis de dicho farmaco. Estos
resultados abren nuevas interrogaciones a nuestro estudio. Por un lado, el papel de
las PGs en el mantenimiento de la PA en situaciones limites en las que la
angiotensina |l esta inhibida, y por otro lado, el papel de la autorregulacion renal en

el grupo de la triple terapia.

La tripe terapia produce una hipotension aguda desde el dia 2 que
alcanza valores extremos a dia 6, mientras que las dobles terapias I+T y T+F
producen una hipotension mantenida con valores de 90-100 mmHg durante

todo el tratamiento.
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3.2. Presion arterial limite en la autorregulacion renal

La autorregulacion renal mantiene la TFG contante ante variaciones de la PA,
dentro de un rango de variacion de PAM de 80-180 mmHg, aunque el modelo
matematico de Layton sugiere que estos mecanismos también trabajan por debajo de
ese limite inferior (Layton, 2015).

Ante los resultados obtenidos en el grupo de la triple terapia, pueden existir
dos opciones: i) que la PA de los animales disminuya por debajo de los limites de la
autorregulacion, ii) que la autorregulacion esté comprometida debido a la inhibicion
de una de sus moléculas fundamentales y no sea capaz de mantener la PA. Para
conocer el limite exacto de PAS que mantiene activos los mecanismos de
autorregulacion renal en una rata Wistar, se tratd a los animales con una
combinacion de farmacos hipotensores que no interfiriese con el SRAA. El minoxidil
es un derivado de la pirimidina usado en el tratamiento de la hipertension ya que
reduce la RVP por vasodilatacion. El metabolito activo del minoxidil activa los
canales de K" modulados por ATP, por lo que se produce un flujo de salida de K,
hiperpolarizacion y relajacion del musculo liso. Por su parte, la hidralazina es un
vasodilatador de accion directa en las arterioras sistémicas, disminuye la resistencia
periférica por efecto dilatador arteriolar que implica una disminucion de la poscarga.

El minoxidil en monoterapia (figura 51.A) produce una disminucion de la PAS
hasta 100 mmHg aproximadamente tras dos dias de tratamiento, que rapidamente se
restaura aunque se continle con la terapia. Posiblemente, debido a que los
mecanismos de regulacion de la misma estan activos y se encargan de restablecer el
parametro hasta niveles basales lo antes posible. Al afnadir la hidralazina al
tratamiento, con el fin de potenciar el efecto vasodilator, se provoca una caida de la
PAS por debajo de 80 mmHg. Este grupo de animales presenta una PAS de 70 mmHg
aproximadamente y sus valores de creatinina plasmatica son de 0,5 mg/dL (figura
51.B) lo que denota que a esos niveles de PAS aln se mantiene una TFG correcta
debido seguramente al trabajo realizado por los mecanismos de la autorregulacion

renal.
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Figura 51. Evolucién de la PAS (A) y de la creatinina plasmatica (B) en animales
tratado con minoxidil y minoxidil+hidralazina. Los datos representan la media + EEM. *
p<0.05 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0.05 respecto al grupo control en el mismo
dia de tratamiento.

El tratamiento con farmacos hipotensores que no interfieren con el SRAA

produce una bajada de la PAS hasta 70 mmHg, pero no repercute en un

autorregulacion renal esta todavia activa a esos valores de PAS y es capaz de
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3.3. Relacién de la creatinina plasmatica y la PAS

La figura 52 representa la correlacion existente entre la creatinina plasmatica
(Crpl) y la PAS en los diferentes dias de tratamiento doble y triple. Junto a los datos
del modelo animal se han evaluado los resultados obtenidos en el apartado anterior,
que sugerian que una rata Wistar mantiene su autorregulacion renal a una PAS de 70
mmHg.

Antes de comenzar el tratamiento con el diurético (dia 0) todos los grupos
experimentales presentan una Crpl normal y su PAS varia desde 90 a 120 mmHg
debido a los tratamientos administrados en la fase de pre-tratamiento (explicado en

el apartado 3.1, figura 50). Sin embargo, tras dos dias de tratamiento con la
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furosemida (dia 2) la PAS de los animales tratados con la triple terapia disminuye
drasticamente y su Crpl aumenta considerablemente hasta valores patoldgicos, lo
que denota la existencia de un DRA (figura 52). Sin embargo, los resultados obtenidos
en los animales tratados con el minoxidil+hidralazina reflejan que a esos mismos
valores de PAS este grupo mantiene su TFG. Estos resultados sugieren que los
animales tratados con los tres farmacos presentan una autorregulacion renal
bloqueada, que impide mantener la funcion renal constante ante la bajada de la PAS

producida por la administracion del diurético y de los inhibidores del SRAA.
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Figura 52. Andlisis de la correlacion existente entre el aumento de la Crpl y la

disminucién de la PAS tras la administracion de dos y tres farmacos.
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Ante el bloqueo de los mecanismos de regulacion de la PA y aquellos
encargados de mantener la TFG, podemos observar como la Crpl aumenta
drasticamente y la PAS disminuye precipitadamente en el grupo de la triple terapia
tras 4 y 6 dosis del diurético. Estas alteraciones no se observan en los demas grupos
experimentales, en los que se mantienen unos valores normales de PA, de Crpl o de

ambos gracias a los mecanismos de regulacion anteriormente citados.

3.4. Flujo sanguineo renal

Tras determinar el estado de hipotension en algunos de los grupos del estudio,
se evaluo la repercusion de esas alteraciones de la PA en la perfusion del rindn. Al
finalizar el periodo de tratamiento, se analizé el FSR en la arteria renal (figura 53.A)
y el flujo sanguineo de la corteza renal (figura 53.B y C) en los grupos tratados con la

doble y la triple terapia.

Flujo sanguineo renal Flujo sanguineo cortical renal

400

300

mL/min

200

100

0
CONTROL I+T I+F T+F I+T+F

0
CONTROL I+T I+F T+F +T+F

CONTROL

Figura 53. Evaluacion del FSR a dia 6 de tratamiento. A) FSR; B) Cuantificacion del
flujo sanguineo de la corteza renal C) Imdgenes representativas del andlisis del flujo
sanguineo de la corteza renal. Los datos representan la media + EEM. * p<0.05 respecto al
grupo control.
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El flujo sanguineo que pasa por la arteria renal en una rata Wistar sana tiene un
valor aproximado de 3 mL/min. Los tres tratamientos dobles producen una
disminucion del FSR hasta llegar, en algunos casos a 2 mL/min. Dicha reduccion se
hace mucho mas drastica en los animales tratados con los tres farmacos, en los que
alcanza valores de 1 mL/min. Sin embargo, los resultados del analisis del flujo
sanguineo cortical no muestran alteraciones significativas en la perfusion de los
rinones de los animales tratados con la doble terapia, mientras que corroboran la
hipoperfusion renal provocada por la triple terapia. La variabilidad de los resultados
en los dobles tratamientos puede ser debido a la sensibilidad de las técnicas de
analisis, ya que la sonda transonic es capaz de determinar pequeias variaciones de
flujo debido a su alta sensibilidad. Sin embargo, lo mas probable es que la reduccién
del flujo renal producida por los tratamientos dobles solo involucre zonas internas de
los rifones, mientras que la triple terapia afecte también incluso a la zona cortical
mas superficial. Esto podria contribuir a explicar la mayor repercusion del
tratamiento triple en la TFG. Con caracter meramente argumentativo, se podria
pensar que la afectacion de la perfusion cortical afectase mas a la TFG que la
alteracion de la perfusidn mas interna. Mientras que la primera comprometeria
directamente la perfusion glomerular, la segunda afectaria mas a la perfusion de los
tubulos.

Tedricamente, el FSR se mantiene constante a pesar de las variaciones en la PA
gracias a la autorregulacion renal. Sin ella, el FSR disminuiria de forma proporcional
a la PA. Nuestros resultados muestran una pérdida absoluta de la autorregulacion
renal en el grupo de la triple terapia como se sugeria en el apartado anterior. Se
observa una hipoperfusion sostenida debido, probablemente, a la hipotension
provocada y a la inhibicion de dos de las moléculas mas importantes de la
autorregulacion renal. Sin embargo, los resultados obtenidos en las dobles terapias
indican una variacion del FSR, lo que indica que la autorregulacion renal esta siendo
parcialmente inhibida y no puede trabajar al 100 %.

A continuacion, se muestra una tabla resumen con las caracteristicas mas
relevantes evaluadas a dia 6, para poder comprender el estado renal y hemodinamico

en el que se encuentra cada grupo (tabla 18).
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Autorregulacién renal

1+T Normal Reducida Reducida Reducido Normal . R
parcialmente inhibida
Autorregulacion renal
I+F Normal Reducida Normal Reducido Normal parcialmente inhibida
Autorregulacion renal
T+F Normal Normal Reducida Reducido Normal parcialmente inhibida
. . Mu . Pérdida absoluta de
1+T+F Elevada Reducida Reducida y Reducido L
reducido la autorregulacién renal

Tabla 18. Resumen de los principales parametros analizados en los grupos de
estudio. El andlisis conjunto de los pardmetros de la funciéon renal y del estado
hemodindmico nos permite evaluar la autorregulacién renal en cada grupo. Crpl: creatinina
plasmdtica; TFG: tasa de filtracion glomerular; PAS: presion arterial sistdlica; FSR: flujo
sanguineo renal; FSCR; flujo sanguineo cortical renal.

En el grupo I+T la PAS de los animales baja 10 mmHg y tanto las PGs como la
angiotensina Il estan inhibidas, por lo que esa pequefa variacion de PA se traduce en
una bajada del FSR respecto al control de forma significativa. En la doble terapia I+F
los valores de PAS son normales, pero existe una disminucion en el FSR. La reduccion
de volumen producida por el diurético no provoca una bajada de la PA debido a la
activacion del SRAA. La angiotensina Il potencia la sintesis de PGs en la arteriola
aferente para contrarrestar su efecto vasoconstrictor. La inhibicion de estas
moléculas por la administracion del antiinflamatorio puede producir una
vasoconstriccion mantenida que repercutira en una disminucion de la TFG y del FSR
por activacion de la autorregulacion renal parcialmente inhibida. Por otra parte, la
disminucion de la PAS hasta 90 mmHg tras el tratamiento con T+F repercute en
cambios directos en el FSR, lo que demuestra la falta parcial de autorregulacion

renal.

Los datos sugieren que la autorregulacion renal se encuentra

completamente inhibida en el grupo de la triple terapia. Por ello, la

desemboca en un daio renal. Por otra parte, las dobles terapias podrian tener

1
1
1
1
|
1
: hipotension observada se traduce en una hipoperfusion sostenida que
1
1
|
I . 7 . . 0 .

! la autorregulacion renal parcialmente inhibida.

1

162



RESULTADOS Y DISCUSION

4. MECANISMOS REGULADORES DEL ESTADO HEMODINAMICO
SISTEMICO Y RENAL

Una vez determinadas las alteraciones producidas en el estado hemodinamico
sistémico y renal, quisimos conocer el mapa de activacion o inhibicion de las vias de
regulacion implicadas, con el fin de esclarecer un perfil hemodinamico en cada grupo
de estudio. La angiotensina Il es un efector importante del SRAA, muy implicado en
el mantenimiento de la PAS. Por otra parte, la enzima COX-2 parece tener un lugar
primordial en la activacion de la RTG en la macula densa y es la responsable de la

sintesis de las PGs en el rifdon en situaciones de hipoperfusion renal.

4.1. Aparato yuxtaglomerular

La renina y la COX-2 son dos moléculas fundamentales en el aparato
yuxtaglomerular, elemento clave para el control de la homeostasis cardiovascular y
renal. La renina es la enzima responsable de la sintesis de angiotensina I, y como
consecuencia de angotensina Il. Se expresa en las células yuxtaglomerulares del
aparato yuxtaglomerular encargadas de la secrecion del 90 % de la renina del
organismo. La enzima COX-2 se expresa en las células de la macula densa de este
aparato, pero también se expresa en las células intersticiales de la médula renal
(especialmente en las células de la papila) y en la rama ascendente cortical del asa
de Henle (Cheng y Harris, 2004). El aparato yuxtaglomerular de cada ovillo
glomerular fue localizado mediante inmunofluorescencia en cortes histolégicos de
tejido renal, con el fin de estudiar las posibles diferencias en la expresion de estas
proteinas. Se detecto la renina (marcada en rojo), la COX-2 (marcada en verde) y la
a-actina (marcada en azul). La a-actina se utilizd como marcador del musculo liso,
con el fin de marcar la arteriola aferente y eferente de cada uno de los glomérulos
(figura 54 y 55).

163



RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 54. Imagenes representativas obtenidas mediante inmunofluorescencia
para estudiar la expresion y la localizacion renal de la renina y de la enzima COX-2 en
animales sin tratamiento (control), en el grupo I+T y en el grupo I+F. El fluoréforo rojo
marca la renina, el verde la enzima COX-2 y el azul la proteina a-actina. A) Imdgenes 10x de
la corteza renal de los diferentes grupos de estudio, G: glomérulo; las flechas marcan el
sistema tubuloglomerular. B) Mosaico del tejido renal realizado tras agrupar 25 imdgenes
tomadas a 10x en el que podemos observar la corteza y la médula renal.
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Figura 55. Imagenes representativas obtenidas mediante inmunofluorescencia
para estudiar la expresion y la localizacion renal de la renina y de la enzima COX-2 en
animales sin tratamiento (control), en el grupo T+F y en el grupo I+T+F. El fluordéforo
rojo marca la renina, el verde la enzima COX-2 y el azul la proteina a-actina. A) Imdgenes
10x de la corteza renal de los diferentes grupos de estudio, G: glomérulo; las flechas marcan
el aparato yuxtaglomerular. B) Mosaico del tejido renal realizado tras agrupar 25 imdgenes
tomadas a 10x en el que podemos observar la corteza y la médula renal.

Se localizo el aparato yuxtaglomerular en todos los grupos y se pudo comparar
la expresion de ambas proteinas. La expresion de la renina parece aumentar en el
grupo de la doble terapia T+F, mientras que se mantiene sin cambios en los demas
grupos de estudio. La expresion de la COX-2 aumenta débilmente en la macula densa

en el grupo I+F (figura 54) y sufre grandes modificaciones con la doble terapia T+F y
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la triple terapia, como se puede observar en las imagenes (figura 55.A) y mas
visualmente en el mosaico de la corteza renal (figura 55.B). Mientras que en los
demas grupos no se observan grandes diferencias en su expresion respecto al control,
en el grupo T+F se visualiza un aumento en la expresion de COX-2 en la macula densa
y también comienza a expresarse en toda la zona tubular de la corteza. Estos
cambios se hacen mucho mas evidentes en la triple terapia, en los que hay un
aumento considerable de la expresion de esta enzima en el aparato yuxtaglomerular
y en parte de la zona tubular de la corteza, probablemente la rama ascendente del
asa de Henle (figura 55), donde es conocida la expresion de esta enzima en

determinadas circunstancias.

La expresion de la COX-2 aumenta tras la administracion de T+F en el
aparato yuxtaglomerular y se expande por toda la zona tubular de la corteza.
Esta expresion se acentua enormemente tras la adicion de un AINE a esta

combinacion.

4.2. Expresion de la COX-2 y la renina en el tejido renal

El analisis de la expresion de la COX-2 mediante PCR (figura 56.B) y el mosaico
de las imagenes de inmunofluorescencia obtenido del rindn completo corroboran los
resultados del apartado anterior. El analisis de la expresion génica muestra un
pequeio aumento de la expresion de COX-2 en el grupo I+F, mientras que los grupos
de T+F e I+T+F triplican el valor obtenido en el grupo control. Sin embargo, los datos
no son estadisticamente significativos debido a la alta variabilidad. Las imagenes del
rindon completo localizan el aumento de la expresion de la COX-2, marcado con el
fluoréforo verde. Estas imagenes hacen mas evidente lo observado anteriormente, la
expresion de esta proteina se expande por toda la corteza, dibujandola
perfectamente, en el grupo de la doble terapia T+F y de la triple terapia. El
porcentaje de la COX-2 cortical representa solamente el 20 % del total expresado en
el rindn completo, ya que el 80 % restante se encuentra en la zona papilar. Estos
datos podrian explicar las diferencias obtenidas entre el analisis de expresion de la
COX-2 por PCR y por inmunofluorescencia, ya que la COX-2 papilar podria enmascarar
las diferencias observadas en la corteza renal al analizar homogenado de tejido renal

completo.
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Expresién renina tejido renal Expresion COX-2 tejido renal
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mRNA renina/mRNA actina
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Figura 56. Expresion de las proteinas renina y COX-2 en el tejido renal de los
animales tratados con la doble y triple terapia. A) Estudio de la expresion de la proteina
renina mediante PCR en el tejido renal. B) Estudio de la expresion de la enzima COX-2
mediante PCR en el tejido renal. C) Mosaico representativo de la expresion de COX-2 y su
localizacidn en el tejido renal mediante la unién de multiples fotografias a 10x (15 columnas,
25 filas, 5 % de superposicion, 911 ms de exposicion).

Se ha demostrado que la administracion de un inhibidor de la angiotensina Il
aumenta moderadamente la expresion basal de la COX-2 y potencia enormemente su
expresion en situaciones en las que ésta se encuentra estimulada, lo que sugiere un
retrocontrol negativo entre la angiotensina Il y la COX-2 (Harris y Breyer, 2001,
Castrop y cols, 2003). Ademas, el bloqueo del cotransportador NKCC por la
furosemida provoca un incremento en la expresion de la COX-2 en la macula densa y
en las células de la rama ascendente del asa de Henle cortical, posiblemente

relacionado con el aumento de la secrecion de renina ante dicha situacion (Mann 'y
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cols., 2001). Al anadir un inhibidor de la COX-2 a la terapia se produce un aumento
de la senal de esta enzima, de acuerdo con ciertos estudios que proponen la
existencia de un retrocontrol negativo entre COX-2 y las PGs sintetizadas en la parte
gruesa del asa de Henle (Vio y cols, 2012).

La expresion de la renina (figura 56.A) en el tejido renal aumenta fuertemente
en los grupos dobles I+T, T+F y en la triple terapia. Los inhibidores de la angiotensina
Il provocan un aumento en su expresion debido a la retroalimentacion negativa
existente entre ambas moléculas (Schweda y cols., 2007). Asimismo, la furosemida
activa la retoalimentacion tubloglomerular y por tanto, la secrecion de renina (Mann
y cols., 2001) La administracion conjunta de ambos farmacos provoca un aumento en
su expresion debido, por una parte, a la hipotension sistémica provocada y por otra
parte, a la inhibicion del retrocontrol negativo de la angiotensina Il. La inhibicion de
la COX-2 en este escenario no disminuye de forma significativa la expresion de la
renina en el tejido renal, de acuerdo con otros estudios en los que se demuestra que
la COX-2 podria estar implicada en la secrecion de la renina pero no en su expresion
(Kammerl y cols., 2001b).

La expresion de la renina y de la COX-2 en el tejido renal aumenta tras la

administraciéon conjunta de trandolapril y furosemida y se mantiene tras afadir

ambos grupos es completamente dependiente de estas dos moléculas y que su

|
|
|
|
1
|
I 3 . .
L un AINE a la terapia. Estos resultados sugieren que la homeostasis renal de
|
1
|
. inhibicién conjunta desembocaria en un dafo renal.

|

4.3. Sistema-renina-angiotensina-aldosterona

ELl SRAA es fundamental en el control de la hemodinamica sistémica y renal y se
activa directamente tras la secrecion se la renina por parte de las células
yuxtaglomerulares del aparato yuxtaglomerular. Tras reacciones encadenadas a
partir de esta enzima se sintetiza la angiotensina Il, primordial efector del sistema.
Ademas de estudiar la expresion de la renina en el tejido renal a dia 6, se analizo la
actividad de la renina en el plasma (ARP) (figura 57) con el fin de determinar el

estado del SRAA sistémico durante todo el tratamiento.
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De acuerdo con los resultados de la expresion de la renina en el tejido renal,
observamos un aumento de su actividad en el plasma en los grupos dobles I+T, T+Fy
en el grupo de la triple terapia. Sin embargo, observamos diferencias en la actividad
del sistema entre el grupo T+F y la triple terapia a lo largo del tratamiento. Aunque
su actividad es similar a dia 0 en ambos grupos, ésta se dispara tras las sucesivas
administraciones del diurético en el grupo de la triple terapia, datos que sugieren la
alta dependencia de este grupo con el SRAA para intentar mantener la homeostasis
sistémica y renal. Numerosos estudios sitlan a la COX-2 como la enzima clave en la
secrecion de la renina en determinadas situaciones (apartado 1.4.3. de la
Introduccién), entre ellas la deplecion de volumen producida tras la administracién
de un diurético (Mann y cols., 2001). Nuestros resultados sugieren que la COX-2 no es
la Unica via responsable de su secrecion en la triple terapia, ya que su actividad
aumenta tras la inhibicion de la COX-2. Otros mecanismos, como la inervacion
simpatica o la accion directa de los barorreceptores intrarrenales, pueden estar

implicados en este proceso tras la administracion de los farmacos utilizados.

Actividad de la renina en el plasma
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Figura 57. Evolucion de la actividad de la renina en el plasma de los animales del
estudio. Los datos representan la media + EEM. * p<0.05 respecto a la muestra basal del
grupo, # p<0.05 respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento.
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4.4. Estado hemodinamico global, una visiéon integradora

En conjunto, nuestros resultados del estudio hemodinamico verifican la
hipotesis del estado de hipoperfusion renal que provoca la triple terapia, lo que
desemboca en un DRA de tipo pre-renal. Es un modelo experimental capaz de
reproducir este tipo de dano renal, primer paso para estudiar todos los procesos
fisiopatoldgicos involucrados en el desarrollo de esta enfermedad. Los resultados
obtenidos en las dobles terapias sugieren que estos grupos pueden ser Utiles como
modelos de DRA de tipo pre-renal subclinico o de riesgo. La alteracion de estos
sistemas de regulacion provoca: i) la disminucion de la TFG sin repercusion en un
aumento de la creatinina plasmatica, como en los grupos I+T o I+F, o ii) un estado de
hipotension completamente dependiente del SRAA, donde el mantenimiento de la
funcion renal se produce gracias a las PGs, como en el grupo T+F.

A continuacion se muestra una tabla resumen con las caracteristicas evaluadas

de la funcién renal y del estado hemodinamico de cada grupo (tabla 19).

Grupo Crpl TFG  Proteinuria Biomarcadores PAS FSR FSCR Renina COX-2
4T Normal ¥ v Ausentes v v Normal A Normal
+F | Normal |, N Ausentes  Normal |, Normal ~ Normal 4
T+ | Normal Normal  Normal Ausentes Vv ¥ Normal +*1 4

wree |0 Voo ausentes ¥ W (R S o |

Tabla 19. Resumen integrador que refleja las caracteristicas de la funcion renal,
los biomarcadores analizados y las caracteristicas hemodinamicas analizadas en cada
grupo experimental. Las felchas rojas marcan una disminucion respecto al valor normal y las
flechas verdes un aumento respecto al mismo. Crpl: creatinina plasmdtica; TFG: tasa de
filtracion glomerular; PAS: presion arterial sistolica; FSR: flujo sanguineo renal; FSCR: flujo
sanguineo cortical renal: COX-2: ciclooxigenasa-2.

El estado de estos parametros en cada grupo de estudio delinea un perfil
hemodinamico que podria ser (til, junto con el estudio de los biomarcadores
anteriormente realizados, en el diagndstico preventivo y diferencial de este sindrome

y del riesgo de desarrollarla. Suma informacion a la huella proteica y fisioldgica
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presentada en el apartado anterior y permite determinar qué estados hemodinamicos

se encuentran en el limite del desarrollo de un dano renal.

P e e e e e e

y En su conjunto, los resultados analizados en este bloque nos permiten
alcanzar las siguientes conclusiones parciales:

e En la triple terapia, la furosemida y el trandolapril provocan una

hipotension, que se traduce en una hipoperfusion renal sostenida debido a

una inhibicién de las prostaglandinas, responsables del mantenimiento de la

autorregulacion renal en dichas circunstancias.

e Las dobles terapias provocan alteraciones en los mecanismos de la
regulacion de la PA, de la autorregulacion renal, o de ambos. Sin embargo,
las PGs o el SRAA activos en cada situacion son capaces de contrarrestar la

inhibicion de los sistemas de regulacion y mantener la funcién renal parcial

o
e s e N N SN N N A SN

o totalmente. /

_____________________________________________________

BLOQUE 3: IDENTIFICACION DE NUEVOS BIOMARCADORES
URINARIOS ASOCIADOS AL DRA PRE-RENAL

La blsqueda de nuevos biomarcadores capaces de identificar el DRA
tempranamente y de diferenciar su etiologia es la base de numerosas
investigaciones. En la actualidad no existen en la literatura estudios que relacionen
marcadores especificos con el DRA de tipo pre-renal. Tras esclarecer la ausencia o
débil presencia de un amplio nimero de biomarcadores de DRA renal y delimitar el
perfil hemodinamico de cada grupo, quisimos identificar proteinas en la orina que
pudieran ser (tiles en el diagnostico preventivo y diferencial del DRA de tipo pre-
renal.

En este contexto, se llevo a cabo la identificacion de proteinas en la orina de
los animales mediante protedmica diferencial. Se analizaron las orinas recogidas
durante el tratamiento en dos tiempos determinados del estudio; i) a dia 0 de
tratamiento con el fin de estudiar su posible papel en el diagnostico precoz y
preventivo y ii) a dia 6 de tratamiento con el fin de estudiar su papel en el

diagnostico diferencial del DRA.
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5. IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES URINARIOS DEL RIESGO
DE DESARROLLAR UN DRA DE TIPO PRE-RENAL

El periodo que hemos denominado de pre-tratamiento en el modelo
experimental se encuentra comprendido entre el dia basal y el dia 0 del estudio,
donde se administra a los animales el antiinflamatorio (el ibuprofeno), el IECA (el
trandolapril), ambos o ninguno. La hipodtesis inicial plantea que los animales tratados
con ambos farmacos a dia 0 presentan una predisposicion a desarrollar un DRA,
alteracion que no se encuentra presente en los tratamientos individuales. El desafio
planteado es poder identificar proteinas en la orina de estos animales que puedan
correlacionarse con ese riesgo o predisposicion a desarrollar un dafo renal.Con este
fin se analizaron las diferencias en la presencia o en los niveles de proteinas en la
orina del dia 0 mediante la comparacién de los geles de poliacrilamida realizados de

los cuatro grupos experimentales mencionados (figura 58).

El primer estudio llevado a cabo comparé el grupo control y el grupo I+T. La
tabla 20 muestra las proteinas presentes en el grupo I+T y ausentes en el grupo

control.

Figura no publicada por proceso de patente

Figura 20. Proteinas identificadas en la orina de los animales tratados con I+T
durante cuatro dias (dia 0) ausentes en la orina del grupo control. n=3, se aceptaron
diferencias significativas si p<0.01. ID: identificacion; MS: espectometria de masas; MS/MS:
espectometria de masa tdndem; PM: peso molecular.
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CONTROL IBUPROFENO

Figura 58. Imdgenes representativas de los geles de poliacrilamida obtenidos tras
la electroforesis bidimensional. Se analizaron 3 geles por cada grupo experimental y se
analizaron sus diferencias mediante el software Image Master 2D Platinum.

Posteriormente, se analizd si estas proteinas identificadas estaban presentes en
los grupos de monoterapia y el resultado fue positivo para todas ellas en el grupo de
ibuprofeno. Estos resultados demuestran que las proteinas identificadas no son
marcadores especificos del grupo I+T, y por tanto, no identifican la predisposicion a
desarrollar un DRA de este grupo. En todo caso, estas proteinas marcarian la
exposicion de los animales al ibuprofeno. Sin embargo, la presencia de estas

proteinas en la orina podria, no solo marcar la exposicion al farmaco, sino que
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también podria identificar las alteraciones hemodinamicas que produce este
farmaco. En el rinon, las PGs actlan como moléculas vasodilatadoras, estan
involucradas en el correcto funcionamiento de la autorregulacion renal y de la
homeostasis de Na*, K" y del agua (Gambaro y Perazella, 2003). Con esta hipotesis
inicial, se necesitarian estudios para evaluar si estas proteinas aparecen en la orina
en situaciones en las que estas funciones estan alteradas sin la administracion de los
farmacos antiinflamatorios.

El analisis de la huella proteica urinaria no identificé ningiin marcador asociado
al riesgo. Cabe recalcar que en esta fase de predisposicion a un DRA no existen
alteraciones tubulares ni glomerulares, por lo que puede ser poco probable que se
produzcan cambios significativos en la composicion de la orina. Mas aun en nuestro
modelo animal, ya que estudiamos una fase de predisposicion a desarrollar un DRA de
tipo pre-renal en el que el componente fundamental alterado no es estructural sino

hemodinamico.

6. IDENTIFICACION DE POTENCIALES BIOMARCADORES
URINARIOS ASOCIADOS A UN DRA DE TIPO PRE-RENAL

Se realizd el mismo analisis de protedmica diferencial que en el apartado
anterior, pero en la orina del dia 6 de tratamiento de los animales del grupo I+T+F,
grupo que desarrollé un DRA de tipo pre-renal, frente a un grupo control (figura 59).

La siguiente tabla muestra las proteinas identificadas en el grupo de dano renal
tras 6 dosis de furosemida, ausentes en la orina de los animales controles. Todas las
proteinas determinadas aparecen también a dia 0, como la proteina biomarcador 13
o el biomarcador 14, que se encuentran de forma muy abundante en diferentes

lugares de extraccion de muestra o picados.
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Figura no publicada por proceso de patente

Tabla 21. Proteinas identificadas en la orina de los animales tratados con I+T+F a
dia 6 ausentes en la orina del grupo control. n=3, se aceptaron diferencias significativas si
p<0.01. ID: identificacion; MS: espectometria de masas; MS/MS: espectometria de masa
tdandem; PM: peso molecular.

CONTROL

Figura 59. Imagenes representativas de los geles de poliacrilamida obtenidos tras
la electroforesis bidimensional. Se analizaron 3 geles por cada grupo experimental y se
analizaron sus diferencias mediante el software Image Master 2D Platinum. El color granate
marca las evidentes diferencias encontradas entre los geles de ambos grupos de estudio.
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7. VALIDACION DE LAS PROTEINAS IDENTIFICADAS POR
PROTEOMICA DIFERENCIAL

Ambos resultados se validaron mediante la técnica de Western blot. Se
analizaron todas las proteinas identificadas a lo largo del tratamiento para evaluar el
perfil de aparicion de cada una de ellas. De todas las proteinas identificadas solo
pudieron ser validadas 3: i) el biomarcador 13; ii) el biomarcador 14 y el biomarcador
15 ya que las demas proteinas presentaban un patron sin explicacion biologica o no
pudieron ser detectadas ni por Western blot, ni por otras técnicas de estudio como
PCR o ELISA. En todos los analisis se incluyé una muestra de orina representativa de
un DRA de tipo renal (G-150), con el fin de identificar posibles diferencias entre
ambos tipos de dafo. Los resultados de la cuantificacion de las imagenes de Western
blot se representaron en porcentaje respecto a este grupo. Todas las proteinas
identificadas aparecen en este control de DRA de tipo renal, lo que les resta valor
como potenciales marcadores relacionados con un DRA de tipo pre-renal en su
unidad.

Los animales del estudio que desarrollan un DRA de tipo pre-renal presentan
una disminucion drastica de la excrecion urinaria de proteinas en la orina a dia 6 de
tratamiento (figura 34). Esto puede enmascarar los resultados obtenidos en el
estudio de protedmica diferencial, realizado por composicion relativa de la orina. Por
esta razon, se realizd el analisis de validacion segin la excrecion urinaria de
proteinas y la composicion relativa de la orina para no perder ni enmascarar

informacion relevante.

7.1. Biomarcador 13

El biomarcador 13 constituye la mayor familia de capaces de
reducir los gracias a su sitio de accion, constituido por un residuo de
cisteina. Los oxidan dicho residuo de cisteina, denominado Cp, y éste a su

vez, reacciona con otro residuo de cisteina, conocido como Cr, para completar el
ciclo catalitico. Atendiendo a la localizacion del residuo Cr se pueden distinguir tres
subfamilias (2-Cys, atipica 2cys, 1-cys) aunque en la actualidad se ha realizado una
nueva clasificacion segin sus caracteristicas bioquimicas, estructurales y su
distribucion filogenética, diferenciando 6 subfamilias entre las que se encuentra el

biomarcador 13 ( ). Estas proteinas estan involucradas en el control de
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numerosas funciones fisiologicas como el crecimiento celular, la diferenciacion
celular, la apoptosis, el desarrollo embrionario, el metabolismo lipidico, la respuesta
inmune o la homeostasis celular ( ). Su papel en diversas
dolencias como el cancer, las enfermedades cardiovasculares o renales es motivo de
numerosos estudios ( ).
En la fibrosis tubulointersticial, el biomarcador 13 inhibe la apoptosis en las células
epiteliales tubulares en el rindn de rata y en el humano ( ). y
cols., proponen esta proteina como un potencial biomarcador de hidronefrosis en el
feto de ratdn, ya que se produce una sobreexpresion de la misma en el tracto
urinario de los animales con hidronefrosis ( ). En el area clinica, se ha
demostrado que la expresion de esta proteina junto con otras de su familia se
relaciona con la duracion de la dialisis en pacientes con carcinoma de las células
renales ( ).

Esta proteina fue identificada mediante protedmica diferencial en la orina de
los animales del grupo I+T a dia 0 de tratamiento, y posteriormente, en el grupo de

ibuprofeno.

7.1.1. Estudio de la excrecion urinaria del biomarcador 13

El biomarcador 13 aparece en la orina de dia 0 de todos aquellos grupos a los
que se les administra ibuprofeno (figura 60). Aunque existen diferencias significativas
en el grupo I+F y en el grupo I+T+F respecto al basal, los resultados no son
biolégicamente relevantes ya que en ese punto, estos grupos son metodolégicamente
iguales que el grupo de ibuprofeno e I+T, respectivamente, en los que el aumento de

esta proteina no es tan pronunciado.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 60. Imagenes representativas de Western blot y cuantificacion de la
excrecion urinaria del biomarcador 13 en la orina de las ratas del modelo experimental
a lo largo del tratamiento. Los datos representan la media + EEM en porcentaje respecto a
la cantidad del biomarcador 13 presente en la muestra del control positivo G-150. * p<0.05
respecto a la muestra basal del grupo.

7.1.2. Estudio de la composicion relativa de la orina

Esta proteina se encuentra presente en la orina de todos aquellos grupos a los
que se les administra ibuprofeno. Sin embargo, el biomarcador 13 aparece en la
terapia individual en los dias 0 y 2 y disminuye o desaparece en los posteriores dias
de tratamiento. En las dobles terapias con el AINE, se mantiene en la orina desde el
dia 0 hasta el dia 4. La suma del tercer farmaco a la terapia provoca que esta
proteina se mantenga en la orina durante todo el tratamiento. Los resultados

presentados en la figura 61 no son estadisticamente significativos debido a la alta
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variabilidad de los mismos. Ademas, en el grupo de T+F esta proteina se presenta en
la orina de un Unico animal del grupo en los dias 2 y 4 de tratamiento. Estos
resultados sugieren que la presencia de esta proteina podria ser Gtil segin un analisis
individual, ya que existen grandes variaciones de un animal a otro, datos que podrian
tener un significado fisioldgico o fisiopatologico.

Cabe destacar que esta proteina se encuentra presente en los grupos de doble
terapia donde se observa un posible DRA de tipo subclinico, en la triple terapia en la
que existe un claro DRA y en el grupo tratado solamente con ibuprofeno, en el que
posiblemente se produzcan alteraciones tras la administracion del farmaco. Ademas,
la presencia en la orina parece ser proporcional al grado de alteracion renal
presente. De acuerdo a su papel celular, la presencia de esta proteina antioxidante
podria marcar el estado de estrés celular presente en cada grupo. Los resultados no
parecen indicar que el biomarcador 13 urinario marque solamente la administracion
del ibuprofeno, ya que su presencia en la orina no es proporcional a la cantidad de
farmaco administrado. Por el contrario, parece que su presencia podria estar
relacionada con las alteraciones que el farmaco produce en el organismo, tanto a
nivel sistémico como renal, aunque estas conclusiones son meramente especulativas
y serian necesarios numerosos estudios para poder correlacionar ambos hechos. De
ser asi, este potencial biomarcador en el DRA de tipo pre-renal seria de gran interés

y utilidad clinica.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 61. Imdgenes representativas de Western blot y cuantificacion de la
presencia del biomarcador 13 en la orina de las ratas de los diferentes grupos de
estudio. Los datos representan la media + EEM en porcentaje respecto a la cantidad del
biomarcador 13 presente en la muestra del control positivo G-150. * p<0.05 respecto a la
muestra basal del grupo.

7.2. Biomarcador 14

El biomarcador 14 es la proteina plasmatica con mayor afinidad al grupo hemo,
siendo el principal mecanismo para transportar y eliminar el grupo hemo del plasma.
Tras la proteina haptoglobina, es la segunda linea de defensa contra el estrés
oxidativo mediado por la hemoglobina durante la hemolisis intravascular (

). Gracias a su mecanismo “limpiador” del grupo hemo, se ha
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relacionado como principal mecanismo de defensa en enfermedades inflamatorias
tales como la arterosclerosis, lo que sitla a esta proteina como una potencial terapia
protectora frente a estas enfermedades ( ). ,
demostraron en 2012 que esta proteina sintetizada en el higado aumenta en la orina
en todo DRA que genere un estrés hepatico, la cual alcanza y se acumula en los
tubulos renales ( ).

Nuestros resultados de protedmica diferencial localizan esta proteina en la

orina del grupo I+T a dia 0 y en la orina del grupo I1+T+F a dia 6.

7.2.1. Estudio de la excrecion urinaria del biomarcador 14

EL biomarcador 14 se excreta de forma abundante en el grupo ibuprofeno y en
el grupo I+T desde el dia 0 al dia 6. Sin embargo, aparece solamente a dia 0 en el
grupo I+F y en la triple terapia. Esta proteina, aunque con variaciones, se comporta
de forma similar al biomarcador 13 ya que solamente se excreta en aquellos grupos

en los que se administra el antiinflamatorio.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 62. Imagenes representativas de Western blot y cuantificacion de la
excrecion urinaria del biomarcador 14. Los datos representan la media + EEM en
porcentaje respecto a la cantidad del biomarcador presente en la muestra del control
positivo G-150. * p<0.05 respecto a la muestra basal del grupo.

7.2.2. Estudio de la composicion relativa de la orina

Los resultados obtenidos en este estudio completan la informacion aportada en
el apartado anterior. El biomarcador 14 aparece de forma mas abundante en los
grupos de ibuprofeno y de I+T. Ademas, el grupo de la triple terapia presenta esta
proteina desde dia 0 hasta dia 6. En algunos casos los resultados no son

estadisticamente significativos debido a la variabilidad intragrupo.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 63. Imdgenes representativas de Western blot y cuantificacion de la
presencia del biomarcador 14. Los datos representan la media + EEM en porcentaje
respecto a la cantidad del biomarcador 14 presente en la muestra del control positivo G-150.
* p<0.05 respecto a la muestra basal del grupo.

7.3. Biomarcador 15

EL biomarcador 15 es la proteina mas abundante del plasma (50 %) y es
producida exclusivamente por el higado. Realiza mdltiples funciones entre las que
podemos destacar el mantenimiento de la presion oncética de la sangre, el

transporte de diversas moléculas (hormonas tiroideas, hormonas liposolubles,
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bilirrubina, acidos grasos, farmacos y drogas...), la unidon competitiva con iones de
calcio y el control del pH. Ademas, tiene un gran poder antioxidante ya que
reacciona con las especies reactivas de oxigeno y reduce su produccion debido a su
union con el Cu® ( ). Multiples estudios relacionan sus
variaciones en las concentraciones de plasma y orina con diversas patologias. La
disminucion de la concentracion del biomarcador 15 en el plasma se vincula con
enfermedades hepaticas, que impedirian la correcta sintesis de la molécula (

). En la orina, el estudio de la excrecién de esta proteina se ha
correlacionado con la severidad del dano glomerular en la progresion de dafo renal
cronico ( ). En el DRA, los estudios sugieren que el biomarcador
15 es un perfecto marcador del DRA de tipo renal con dafo tubular. Los tUbulos
proximales danados serian incapaces de reabsorber el biomarcador 15 que alcanza
esta parte del tubulo renal, lo que desembocaria en . Segln estos
estudios esta proteina estaria presente en la orina de un DRA de tipo renal y ausente
en aquellos de tipo pre-renal y post-renal ( ).

El biomarcador 15 se identifico por protedomica diferencial a dia 0 y a dia 6. Sin
embargo, los resultados obtenidos en relacion al estudio de la excrecidon urinaria

contradicen estos resultados.

7.3.1. Estudio de la excrecion urinaria del biomarcador 15

El grupo utilizado como control positivo de DRA de tipo renal presenta una alta
cantidad de esta proteina. Esto esta en concordancia con todos los estudios que
apoyan que el biomarcador 15 es un marcador diferencial de este tipo de dafo. Sin
embargo, también se excreta en menor medida en los grupos a los que se les
administra el ibuprofeno solo o de forma combinada. En el grupo del
antiinflamatorio en monoterapia aparece una pequena cantidad de biomarcador 15 a
dia 0, que aumenta a lo largo del tratamiento de forma no significativa sin alcanzar
mas de un 20 % respecto al control positivo. Aunque se detecta en los demas grupos
con el inhibidor de la COX, los resultados son variables y las diferencias minimas, que

no permiten obtener ninguna conclusion.

184



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura no publicada por proceso de patente

Figura 64. Imagenes representativas de Western blot y cuantificacion de la
excrecion urinaria del biomarcador 15 en la orina de las ratas del modelo experimental
a lo largo del tratamiento. Los datos representan la media + EEM en porcentaje respecto a
la cantidad del biomrcador presente en la muestra del control positivo G-150. * p<0.05
respecto a la muestra basal del grupo.

7.3.2. Estudio de la composicion relativa de la orina

Los datos de este estudio completan la informacion aportada en el apartado
anterior. Esta proteina aparece en la orina de los animales con ibuprofeno en terapia
simple, en el grupo I+T y en la triple terapia con un patron similar. Aparece

suavemente a dia 0 y aumenta su presencia progresivamente hasta dia 6.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 65. Imdgenes representativas de Western blot y cuantificacion de la
presencia del bioarcador 15 en la orina de las ratas de los diferentes grupos de estudio.
Los datos representan la media + EEM en porcentaje respecto a la cantidad del biomarcador
presente en la muestra del control positivo G-150. * p<0.05 respecto a la muestra basal del

grupo.

En conjunto, los resultados obtenidos no permiten esclarecer un papel concreto
de forma individual del biomarcador 15 en este modelo experimental, ya que
aparece en tres de los grupos de estudio con un patrén similar. Estos grupos, a priori,
presentan caracteristicas fisiologicas o fisiopatologicas muy dispares. La causa de la
aparicion de esta proteina en la orina abre nuevos interrogantes a nuestra
investigacion. Aparece en el grupo I+T+F que representa un claro dafno renal, en el
grupo |+T que posiblemente tenga un DRA sub-clinico y por ultimo, en el grupo
ibuprofeno en el que no se han obtenido otros parametros que indiquen una fisiologia

alterada. Ademas, su famosa relacion con un dano en las células tubulares renales
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ampliamente estudiado ( ), sugiere la

posibilidad de que exista una lesion incipiente en estas estructuras.

7.4. Huella proteica del DRA de tipo pre-renal

La siguiente tabla resume los resultados obtenidos en la validacion de las
proteinas identificadas por protedmica diferencial a dia 0 y a dia 6 de tratamiento.
De todas las proteinas identificadas solamente se han podido validar tres de ellas, el
biomarcador 1, el biomarcador 2 y el biomarcador 3. La evaluaciéon de la composicion
relativa de la orina nos aporta una informacion mas completa que el estudio de la
excrecion de estas proteinas, donde los resultados obtenidos son mas débiles y
variables. Los porcentajes de presencia o excrecion de cada proteina se han
representado en un codigo de colores, en el que el color blanco marca la ausencia de
la proteina (0-5 %) y el color negro la maxima determinacion obtenida (100 %),
encontrada en todas las proteinas en el grupo de G-150. La presencia de estas
proteinas en el grupo de DRA de tipo renal determinaria el escaso valor de las mismas
como potenciales marcadores de la etiologia del daino renal, por lo menos, de cada
una de ellas por separado.

Los grupos con mayor determinacion de las tres proteinas son el grupo de la
terapia simple de ibuprofeno, el grupo doble de I+T y el grupo de la triple terapia. En
el grupo de la doble terapia I+F aparecen dos de las proteinas con ciertas
alteraciones a lo largo del tratamiento que no nos permiten sacar conclusiones
contundentes. En los demas grupos de estudios, estas proteinas se encuentran
practicamente ausentes. La presencia de estas moléculas también en el grupo de
ibuprofeno desde el dia 0, en el que no hemos identificado ninglin rasgo de dano
renal clinico ni subclinico, devalGa el poder de estas proteinas para determinar el
riesgo de desarrollar un dano renal de este tipo. Sin embargo, hemos obtenido una
huella proteica especifica de cada grupo determinada por la presencia o ausencia de

estas tres proteinas en la orina.
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Figura no publicada por proceso de patente

Tabla 22. Tabla resumen de los resultados obtenidos en la validacion de las
proteinas identificadas por proteomica diferencial. Se resumen el estudio de la excrecion
urinaria y de la composicidon relativa de la orina. Los datos de ambos estudios estdn
expresados en porcentaje respecto al control positivo. Los porcentajes de presencia o
excrecion se representan mediante un cddigo de colores. El valor 0 se marca de color blanco
y el valor 100 se marca de color negro. El resto de porcentajes comprendidos entre estos
valores se etiquetan en diferentes colores grises.Los resultados se han referido en porcentaje
respecto a la aparicion de dichas proteinas en el control positivo de G-150. I: ibuprofeno; T:
trandolapril; F: furosemida.

Aunque, a priori, estas proteinas no aporten una informacion relevante sobre el
diagndstico diferencial y preventivo, pueden ser de gran utilidad en el analisis del
conjunto de marcadores que puedan delinear una huella proteica para cada tipo de
dano renal. Como se ha explicado en la Introduccion, es dificil pensar que una sola
molécula sea capaz de englobar todas las caracteristicas de un biomarcador ideal. La
complejidad del organismo nos lleva a pensar que las alteraciones producidas en las
diferentes enfermedades provocan la desregulacion de muchas moléculas, capaces
de sobreexpresarse o suprimir su sintesis con el fin de mantener el equilibrio

fisioldgico en cada situacion. El desafio se encuentra en descifrar el complejo
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conjunto de vias alteradas en cada dolencia que den lugar a un mapa de moléculas
que sean capaces de reflejar dicha alteracion.

En este trabajo hemos determinado que la mayoria de las proteinas presentes
en los modelos de DRA de tipo renal se encuentran ausentes o aparecen débilmente
en nuestro grupo de la triple terapia, que representaria un DRA de tipo pre-renal.
Ademas, hemos identificado tres proteinas que se encuentran en la orina de los
animales con este dafo. Su identificacion en otros grupos del modelo les resta valor
como potenciales marcadores para determinar el dafo pre-renal por si mismas de
forma temprana, pero si tienen utilidad en el diagnostico diferencial de este
sindrome renal junto con la evaluacion de otros parametros. Como muestra la tabla
23, la union de esta informacion a los valores de la creatinina y de la urea en plasma
puede diferenciar claramente los tres escenarios propuestos, discernir los grupos de
dano renal de aquellos que no lo presentan y dentro de la presencia del dano renal,

clasificar el tipo de dano renal presente.

Figura no publicada por proceso de patente

Tabla 23. Resumen de las diferencias encontradas para discernir el tipo de DRA
segun los resultados obtenidos en nuestro modelo experimental animal.
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No obstante, la causa de la presencia de estas proteinas en la orina de ciertos
grupos experimentales abre nuevos interrogantes a la investigacion. La mayoria de
los marcadores relacionados con el DRA de tipo renal se encuentran en la orina como
consecuencia del dano producido en las estructuras renales, desencadenante
primario del desarrollo de la patologia. En el caso de un DRA de tipo pre-renal, la
hipoperfusion sostenida que provoca la aparicion del dano es provocada por la
alteracion de los sistemas de regulacion de la homeostasis sistémica y renal. Esto
sugiere que las proteinas que aparecen en la orina de los animales con un DRA de
tipo pre-renal reflejen la desregulacion de dichos mecanismos. De ser asi, esto
podria explicar la presencia de estos marcadores en la orina de animales que no
presentan un DRA de tipo pre-renal, pero que si tienen los mecanismos de regulacion
alterados, como podria ser el caso del grupo de ibuprofeno o el de la doble terapia
I+T. Sin embargo, nuevos estudios deben ser realizados para poder comprender el
significado fisiologico o fisiopatoldgico de estas proteinas en la orina de nuestros
animales.

Ademas, hay que destacar que las tres proteinas identificadas en el modelo
trabajan en el organismo como antioxidantes con el fin de paliar los efecto negativos
de las especies reactivas de oxigeno producidas por el estrés oxidativo. La posible
hipoxia provocada en las células renales por el estado de hipoperfusion puede

desencadenar todo este proceso.

8. ESTUDIO DE LA HUELLA PEPTIDICA URINARIA EN PACIENTES
PROCEDENTES DEL SERVICIO DE NEFROLOGIA DEL HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE SALAMANCA

El estudio de los biomarcadores relacionados con el DRA de tipo renal junto con
la identificacion de nuevas proteinas probablemente relacionadas con el DRA de tipo
pre-renal nos ha permitido esquematizar una huella proteica capaz de diferenciar el
DRA de tipo pre-renal del renal o intrinseco en las ratas de laboratorio. La siguiente
tabla resume esa huella proteica delineada para cada tipo de DRA segln un codigo de

colores.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 66. Huella peptidica obtenida en el modelo experimental animal de DRA de
tipo pre-renal que diferencia este dafio del DRA intrinseco. Se resumen los resultados
obtenidos en el andlisis de los biomarcadores urinarios relacionados con el DRA y aquellas
proteinas identificadas en nuestro modelo experimental animal. Los datos de cada proteina,
expresados en porcentaje respecto al control positivo, se representan mediante un cédigo de
colores. El valor 0 se marca de color blanco y el valor 100 se marca de color negro. El resto
de porcentajes comprendidos entre estos valores se etiquetan en diferentes colores grises.

El diagnostico diferencial del DRA es un punto de inflexion en el area clinica
que determina en cada caso individual el tratamiento del sindrome renal, el manejo
y seguimiento del paciente, el pronéstico de la enfermedad, y muy probablemente su
morbimortalidad en el corto, medio y largo plazo. Existen diversos parametros
utilizados actualmente para distinguir el tipo de DRA, como la osmolalidad urinaria,
la concentracion de Na* urinaria o el EFNa. Aunque parece que estas variables son
capaces de determinar el diagnostico en numerosos casos, existen muchas
excepciones que restan valor a su poder en el diagnoéstico diferencial. Ademas,
ciertos farmacos como los diuréticos pueden alterar estos parametros con

independencia de un dano renal. En otras ocasiones, estas variables se encuentran
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normalizadas mientras que los marcadores de dano tisular resultan positivos (Okusa y
cols., 2013).

Con estos antecedentes quisimos evaluar el poder de la huella proteica
propuesta en el diagndstico diferencial del DRA en el area clinica. Para ello,
utilizamos 26 muestras de orina de pacientes procedentes del Servicio de Nefrologia
del Hospital Universitario de Salamanca. El hospital nos proporcioné los datos de su
funcion renal y el diagnostico a la llegada de cada paciente al centro. Se estudiaron
12 de los 16 biomarcadores urinarios evaluados en el modelo experimental animal

para delinear un perfil proteico en cada caso individual.

8.1. Caracterizacion de la funcion renal de cada paciente

Todos los pacientes incluidos en este estudio piloto fueron derivados al Servicio
de Nefrologia ya que presentaban un DRA. La siguiente tabla muestra las
caracteristicas principales de los pacientes, asi como el diagndstico a su llegada al
Servicio. La mayoria de los pacientes son personas de edad avanzada, con
comorbilidades asociadas tales como dislipemia, hipertensiéon, diabetes,
enfermedades cardiovasculares o insuficiencia renal aguda previa. En muchos casos
estos individuos estan siendo tratados con uno, dos o tres de los farmacos motivo de
nuestro estudio: AINEs, inhibidores de la angiotensina Il y diuréticos. Como podemos
observar en la tabla XX, la mayoria de los diagnosticos determinados por el Servicio

de Nefrologia son “DRA pre-renal”.
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Diagndstico Na* orina BRI
Ne paciente DRA Crp {mmol/L) EFNa (%) [;r:gas:‘i:g' Cru/Crp Uu/Upl

1 Mujer 75 Pre-renal 5,99 21 1.2 252 12,7 30
3 Mujer 53 NTA 3,88 46 1,71 339 19,3 73
4 Mujer 72 Pre-renal 5,07 50 1,75 366 21,3 29
5 Mujer 76 Pre-renal 4,02 48 - 276 1.2 55
6 Hombre 72 Pre-renal 4,36 15 0,41 - 30,0 6,7
7 Mujer 75 Pre-renal 3,65 48 0,66 428 56,7 6,3
8 Hombre 68 Pre-renal 13,46 68 - 343 9.1 23
9 Mujer 86 Pre-renal 5,28 15 - 309 314 -
10 Hombre 78 Pre-renal 10,99 20 0,52 258 46,3 -
11 Hombre 84 Pre-renal 6,66 61 - - 16,4 -
12 Hombre 78 Renal 511 115 14,24 - 57 35
13 Mujer 83 Pre-renal 717 25 0,48 368 38,6 45
14 Hombre 87 Pre-renal 3,56 54 1,28 - 309 85
15 Mujer 53 Pre-renal 6,97 20 - 406 44,9 -
16 Mujer 87 Pre-renal 4383 75 4,11 230 13,0 41
17 Mujer 87 Renalpre- 11,51 61 - 441 - 26

renal ' !
18 Mujer 82 Pre-renal 713 63 35 360 10,9 25
19 Hombre 27 Pre-renal 23 47 0,78 356 426 16,1
20 Mujer 68 Pre-renal 4,01 29 - 330 19,7 57
21 Hombre 83 Pre-renal 6,27 57 - - 11,0 4,6
22 Mujer 41 Renal 8,45 93 - 327 6.4 45
24 Hombre 41 Renalipre- 6,04 23 0,54 - 30,8 .

renal
25 Hombre 64 Pre-renal 4,74 17 0,97 432 13.3 8,3
26 Hombre 67 Pre-renal 11,47 92 139 388 48 28
27 Mujer 83 Pre-renal 3,66 22 0,56 357 29,2 1.8

Tabla 24. Principales caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio,
diagnoéstico principal establecido por el Servicio de Nefrologia y principales parametros
utilizados para diferenciar el DRA. Crpl: creatinina plasmdtica; EFNa: excrecién fraccional
de Na*; Cru: creatinina urinaria; Uu: urea urinaria; Upl: urea palsmadtica.
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En la Introduccién de este trabajo se explicaron los parametros teodricos
establecidos para diferenciar en clinica un DRA pre-renal del DRA intrinseco. La EFNa
inferior al 1 %, la concentracion de Na* en la orina por debajo de 20 mEq/L, la
osmolalidad urinaria superior a 200 mmOsm/kg son valores utilizados para diferenciar
el DRA de tipo pre-renal, asi como el indice Cru/Crp>200 o Uu/Up>10. Como se
puede apreciar, el diagnostico establecido para cada uno de los pacientes no se basa
en estos parametros teodricos, lo que indica que no son unas variables utilizadas en la
practica clinica y no se consideran fiables para asegurar el diagnostico exacto por
parte del equipo médico.

Todos los pacientes llegan al Servicio de Nefrologia con un claro DRA,
caracterizado por una concentracion elevada de creatinina y urea plasmatica debido
a una TFG estimada muy reducida. La figura 67 representa el estado de estos
parametros en cada uno de los pacientes a su llegada al hospital, antes de que sufran
ninguna intervencion ni tratamiento para el sindrome en estudio. La creatinina
plasmatica varia enormemente de unos individuos a otros, ya que se encuentran
valores patoldgicos de creatinina en plasma que abarcan un amplio rango, desde 2
hasta 13 mg/dL. La urea plasmatica se encuentra alrededor de 200-300 mg/dL en
todos ellos salvo excepciones, mientras que la TFG estimada no supera los 20 mL/min

en la mayoria de los casos.
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Figura 67. Caracterizacion de la funciéon renal alterada de los pacientes
procedentes del Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario de Salamanca. Se
representa el andlisis de la creatinina plasmdtica (A), la urea plasmdtica (B) y la estimacion
de la TFG (C). Los pacientes presentan un claro DRA caracterizado por una Crp y una Urp
elevadas asi como una TFG gravemente disminuida.
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8.2. Estudio del patron de aparicion de los biomarcadores

urinarios asociados al DRA

Se analizaron 8 de los potenciales biomarcadores urinarios relacionados con el
DRA intrinseco en la orina de los pacientes a su llegada al centro de estudio. La
figura 68 presenta los resultados obtenidos en el analisis de los mismos de forma
individual. En el caso de las proteinas biomarcador 1, biomarcador 2, biomarcador 3,
biomarcador 4, biomarcador 5, biomarcador 6 y biomarcador 7 los datos se presentan
en porcentaje respecto a la presencia de cada proteina en un control positivo
humano de DRA. En el caso del estudio del biomarcador 8, los resultados presentan la
concentracion en u.a/L presente en la orina de cada individuo analizado.

La presencia o ausencia de los marcadores en cada individuo es variable, ya que
no se distingue un patron similar en todos ellos. Estos resultados sugieren que los
marcadores podrian indicar el estado estructural y fisiopatologico del rindn de cada
individuo, informacién muy Gtil y valiosa en su conjunto. Estos podrian delinear
diferentes grados dentro de un mismo tipo de DRA, lo que afnadiria informacion
acerca de las areas o de las estructuras mas afectadas. En este contexto, numerosos
estudios tratan de correlacionar cada uno de estos biomarcadores urinarios con una
etiologia del dano renal. Conocer la causa que provoca el dano renal en cada una de
sus partes facilitaria su terapia y su pronostico. Sin embargo, el estudio de la
etiologia del DRA de tipo renal se escapa de los limites de este trabajo de

Investigacion.
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Figura no publicada por proceso de patente

Figura 68. Cuantificacion de la presencia de los diferentes marcadores urinarios
relacionados con el DRA en las orinas de 25 pacientes procedentes del Servicio de
Nefrologia del HUSA. Los resultados obtenidos para el biomarcador 1, biomarcador 2,
biomarcador 3, biomarcador 4, biomarcador 5, biomarcador 6 y biomarcador 8 se obtuvieron
mediante la técnica del Western blot. La grdfica presenta el % de proteina presente en la
orina de cada uno de los pacientes respecto a un control positivo de DRA. El biomarcador 9
se evalué mediante una técnica colorimetrica y los resultados se presentan concentracion del
biomarcador 9 en la orina de cada individuo (u.a/L).
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8.3. Estudio de los biomarcadores urinarios identificados en el

modelo experimental animal Triple whammy

Se analizo la presencia de las proteinas identificadas y validadas en el modelo
animal de DRA de tipo pre-renal. La figura 69 muestra la cuantificacion de la
presencia de cada una de ellas en la orina de los pacientes incluidos en este estudio.
Los datos presentan el porcentaje de cada proteina respecto al valor obtenido para
la misma proteina en un control positivo de DRA. En su conjunto, los valores
obtenidos muestran, como en el caso anterior, una gran variabilidad entre individuos,
lo que no nos permite evaluar un Unico perfil proteico que pueda diferenciar el DRA
pre-renal, sino un perfil individual, que podria determinar el estado fisiopatologico

del organismo.

Figura no publicada por proceso de patente

Figura 69. Cuantificacion de los resultados obtenidos al analizar la presencia de
las proteinas identificadas en la orina del modelo experimental animal puesto a punto
en este trabajo de investigacion. Las grdficas representan el % del biomarcador 13,
biomarcador 14 y biomarcador 15 en la orina de cada paciente respecto a un control positivo
de DRA.
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8.4. Huella proteica de los pacientes con un DRA

Se ha representado un resumen de la presencia de cada proteina en la orina de
cada paciente con el fin de delinear una huella proteica individual. Los datos de cada
proteina, expresados en porcentaje respecto al control positivo, se representan
mediante un codigo de colores. El valor 0 se marca de color blanco y el valor 100 se
marca de color negro. El resto de porcentajes comprendidos entre estos valores se

etiquetan en diferentes colores grises.

Figura no publicada por proceso de patente

Figura 70. Resumen de la huella peptidica obtenida tras el analisis de 12
potenciales marcadores DRA en la orina de pacientes con DRA procedentes del Servicio
de Nefrologia del HUSA.
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Los resultados obtenidos muestran una amplia variabilidad en la presencia de
las proteinas analizadas, sin seguir un patron completamente similar al obtenido para
el DRA de tipo renal o pre-renal en los modelos animales. Por ejemplo, los pacientes
1, 11 o 12 presentan un alto porcentaje de varias de las proteinas analizadas, de
forma que su huella proteica se aproxima a los tonos oscuros y negros, lo que nos
podria indicar un diagnéstico cercano al DRA de tipo renal, en el que existen
alteraciones de las estructuras renales. Los pacientes 3,4 o 21 presentan una
ausencia total o presencia débil de las proteinas relacionadas con el DRA de tipo
renal y son positivas para algunas de las proteinas relacionadas con el DRA de tipo
pre-renal, lo que nos podria indicar un diagnoéstico mas cercano al DRA de tipo pre-
renal causado por alteraciones hemodinamicas. Entre ambos limites, podemos situar
los resultados obtenidos en el resto de pacientes, que presentan porcentajes
variables de las proteinas analizadas, lo que sugiere que su diagnostico es una fase
intermedia entre ambos tipos de dafno. Los limites establecidos en el diagnostico
diferencial del DRA son, en muchos casos, dificiles de establecer, ya que como
podemos observar en los resultados, los casos clinicos no son modelos absolutos de
dano. Los pacientes presentan comorbilidades asociadas, exposicion a farmacos y
toxinas, estados de deshidratacion, etc, que provocan, en muchos casos, que la
aparicion del sindrome sea multifactorial. Estos factores pueden provocar un dano
en las estructuras del rindn y alteraciones en su funcion en mayor o menor medida,
que en su conjunto y dependiendo de los factores que converjan en un mismo
individuo al mismo tiempo, daran lugar a un tipo de DRA u otro. Sin embargo, la
clasificacion de DRA deberia ampliar sus limites o eliminarlos, con el fin de
comprender que en la practica clinica, entre un DRA de tipo renal teorico y un pre-
renal tedrico existe un amplio rango de subclasificaciones o estados fisiopatologicos
de dicho sindrome. Nuestros resultados sugieren que en la mayoria de los casos en la
practica clinica el diagnostico establecido para el DRA es erroneo, lo que puede
conllevar a un tratamiento equivocado o incompleto. El DRA de tipo pre-renal es el
DRA mas comun ya que alcanza el 60 % de todos los casos. En el area clinica, este
tipo de DRA producido por una alteracion hemodinamica se solventa con
sueroterapia, con el fin de establecer la volemia y restaurar el FSR. Una vez que los
valores de la creatinina y de la urea plasmatica se restablecen, el evento se
considera cerrado y el sindrome renal recuperado. El problema que se plantea es,
que en muchas ocasiones, el DRA no es estricta y Unicamente pre-renal, ya que otros

factores pueden haber estado involucrados en el desarrollo de la enfermedad. Si
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estos factores han producido un dano parcial en las estructuras renales, el dano
puede pasar desapercibido en el rindn como un DRA subclinico y dar lugar a
problemas posteriores. Los biomarcadores analizados podrian ser la clave para
conocer el estado global del rindn tanto en su estructura, como en su fisiologia y
crear un abanico de posibilidades en las que el componente renal y el componente
pre-renal se complementen y no se excluyan. En este punto, el desafio se encuentra
en evaluar cada uno de esos estados fisiopatologicos y estudiar la etiologia de la
presencia de cada uno de los biomarcadores hoy conocidos, y de los que se continGen

identificando.

- e e e e e e e

’ En su conjunto, los resultados analizados en este bloque nos permiten *\

=~
-

alcanzar las siguientes conclusiones parciales:

¢ No se identificaron marcadores de riesgo de desarrollar un DRA en este
modelo animal Triple Whammy. Sin embargo, las proteinas biomarcador
13, biomarcador 14 y biomarcador 15 aparecen en la orina de los
animales tratados con el antiinflamatorio desde el comienzo del
tratamiento hasta el dia 6. Se necesitan estudios posteriores para
determinar la causa de esta presencia y su posible relacion con las

alteraciones producidas por el farmaco.

e La informacion aportada por estas proteinas, unida a la evaluada
anteriormente, nos ha permitido delinear una huella proteica capaz de

diferenciar el DRA pre-renal del renal y de los individuos sanos.

e La aplicacion de esta huella proteica en el analisis del diagnéstico de

pacientes con un DRA sugiere que los parametros utilizados en clinica

i == = ==
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A para realizar el diagnostico de este sindrome son insuficientes. /
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9. DISCUSION GENERAL

La reproduccién de un DRA de tipo pre-renal producido en un modelo
experimental de rata tras la administracion de tres farmacos que interfieren con los
mecanismos de regulacion de la homeostasis sistémica y renal nos ha permitido
investigar las alteraciones producidas por cada uno de los farmacos y los mecanismos
fisiopatologicos que desembocan en un DRA tras la administracion conjunta de la
triple terapia. Ademas, se ha identificado un patron de biomarcadores urinarios en
cada grupo experimental que puede reflejar el estado fisiologico o fisiopatoldgico de
cada uno de ellos. A continuacién, se resume el estado fisiologico en cada grupo

experimental asi como los biomarcadores que pudieran identificar dicho estatus.

9.1. Terapias individuales: AINEs, inhibiodres de Ang Il o

diuréticos en monoterapia

La administracion individual de ninguno de estos farmacos produce alteraciones
capaces de disminuir la TFG. Los diuréticos producen una disminucion de la volemia
que activa los mecanismos de regulacion de la PA para mantenerla. Por su parte, los
inibidores de la COX y de la angiotensina Il producen un bloqueo de los mecanismos
de regulacion en los que estas moléculas se encuentran involucrados. Nuestros
resultados demuestran que los animales tratados con estos farmacos de manera
individual mantienen una correcta funcion renal, sin alteraciones observadas
mediante los parametros analizados. Estos resultados sugieren que los mecanismos
de regulacion inhibidos por estos farmacos no son necesarios para mantener la
filtracion glomerular en los individuos sanos en los que no haya alteraciones
hemodinamicas. A continuacion se representa un resumen de las principales vias
hemodinamicas alteradas por estos tratamientos y los puntos claves afectados por su

accion individual.
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Figura 71. Resumen de las principales vias alteradas por los farmacos administrados
y los puntos clave donde producen su accion. ADH: hormona antidiurética; PNA: peptido
natriurético atrial; BR: baroreceptores; COX: cyclooxygenasa; EPI: epinefrina; MR:
mecanoreceptores; SRAA: sistema renina-angiotensina-aldosterona; SNS: sistema nervioso
simpatico; SR: receptores stretch.

En el estudio de los biomarcadores urinarios analizados, se detectaron tres
proteinas en la orina del grupo ibuprofeno: biomarcador 13, biomarcador 14 vy
biomarcador 15, identificadas también en aquellos grupos de terapia doble con una
posible alteracion renal y en el grupo de la triple terapia, claro control positivo de un
DRA de tipo pre-renal. En este contexto, la hipotesis que se plantea es que dichos
marcadores aparezcan en la orina como el resultado de las alteraciones producidas
en la hemodinamica renal por la inhibicién de la enzima COX. En el apartado 1.5.2 de
la Introduccién se ha explicado la importancia de las enzimas COX-1 y COX-2 en la
homeostasis renal, entre las que podemos destacar el control de la TFG y del FSR
ante diferentes alteraciones. Estudios de perfusion realizados en rifones in vitro con
una PPR normal demuestran que el flujo renal es similar en rifiones pre-tratados con
ibuprofeno que en los del grupo control. Sin embargo, el ibuprofeno potencia la
vasoconstriccion mediada por la angiotensina Il (Tang y cols., 2000), resultados que

indican claramente la importancia de las PGs como vasodilatadores en situaciones en
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las que el SRAA se encuentra activo. Tras el analisis de nuestros resultados, se
plantea la posibilidad de que la sintesis de ciertas proteinas, tales como el
biomarcador 13, 14 o 15, se estimule tras la inhibicion parcial de los mecanismos de
regulacion renal en los que estas moléculas se encuentran involucradas. De ser asi,
estos marcadores renales solamente indicarian el estado fisioldgico del individuo en
un momento especifico, lo que permitiria poder actuar de forma preventiva en el
area clinica. En este punto, el desafio es, por un lado, poder correlacionar estos
marcadores fisioldgicos con tales alteraciones de las vias regulatorias antes
mencionadas, y por otro lado, verificar que la utilidad de estos marcadores se amplia
mas alla de la administracion farmacolédgica de inhibidores de la COX. De ser asi,
estas proteinas podrian ser consideradas como biomarcadores fisioldgicos, concepto
propuesto por el Grupo de Iniciativa para la Calidad de la Dialisis Aguda (ADQUI de
inglés Acute Dialysis Quality Initiative) en 2013. Okusa y cols., (Okusa y cols., 2013)
presentan el concepto de biomarcador fisiologico como aquella variable que refleja
los cambios fisiologicos que ocurren en las etapas previas a que se produzca la
enfermedad renal. En el caso de nuestra investigacion, una de las fases previas al
establecimiento del DRA pre-renal podria ser la alteracion de los mecanismos de
regulacion de la hemodinamica renal, que podria detectarse por la aparicion de estas
proteinas en la orina.

Desde el punto de vista practico, estos marcadores fisioldgicos podrian
aplicarse, por ejemplo, para el seguimiento y monitorizacion de las alteraciones
hemodinamicas producidas por los tratamientos antiinflamatorios prolongados de
enfermedades cronicas, como las artritis y artrosis, y la monitorizacion del riesgo de
dano renal. No obstante, estas conclusiones son meramente teoricas y numerosos
estudios deben continuar esta linea de investigacion con el fin de descubrir la causa y
el mecanismo de la presencia de estas proteinas en la orina como consecuencia del

tratamiento con el antiinflamatorio.

9.2. Terapias dobles: mecanismos de regulacion al limite

Las terapias dobles reflejan el limite de los mecanismos de regulacion de la
hemodinamica sistémica y renal, desafiados por el diurético en la triple terapia. A
continuacion, se propone un esquema de las principales vias fisiologicas involucradas
y la repercusion de su alteracion o bloqueo en la funcion renal, segun los resultados

obtenidos.
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9.2.1. AINE+inhibidor de la angiotensina Il (ibuprofeno+trandolapril)

En este grupo los mecanismos de regulacion de la PA y de la autorregulacion
renal estan inhibidos, estado que provoca ciertas alteraciones en la homeostasis
sistémica y renal que no desembocan en un DRA, segln establecen las definiciones
internacionales vigentes en la actualidad. El siguiente esquema fisiologico (figura 72)

resume el estado hemodinamico de este grupo y su repercusion en la funcién renal.
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Figura 72. Esquema representativo del estado fisiolégico de los animales tratados
con ibuprofeno y trandolapril de forma combinada durante 10 dias. Las cajas rojas
representan los mecanismos bloqueados, las cajas verdes los mecanismos activados y el
grosor de las flechas indica el grado de activacion de la via marcada: alta activacion (flecha
gruesa); media activacion (grosor medio), débil activacion (flecha fina), sin activacion (lineas
punteadas). ADH: hormona antidiurética; PNA: peptido natriurético atrial; BR:
baroreceptores; COX: cyclooxygenasa; EPI: epinefrina; MR: mecanoreceptores;  SRAA:
sistema renina-angiotensina-aldosterona; SNS: sistema nervioso simpdtico; SR: receptores
stretch; Crpl: creatinina plasmadtica.

La PA de los animales tratados con ambos farmacos sufre una pequeia
disminucion de aproximadamente 10 mmHg. Esto implicaria que ambas moléculas se
encuentran involucradas en el mantenimiento de la PA en un individuo sano sin
alteraciones, pero no tienen un papel fundamental ya que la PA no desciende
gravemente tras su inhibicion. Sin embargo, ante la bajada de PA se activan los
mecanismos de regulacion, en los que el SRAA es el gran protagonista, observado en

al analisis de expresion de renina y de su actividad. Debido a la inhibicion de la
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angiotensina Il, molécula fundamental del sistema, no se puede restablecer la PA
hasta los niveles basales, por lo que la PA débilmente disminuida se mantiene hasta
el fin de tratamiento. Por otra parte, esa disminucion de la PA produciria una
pequena activacion de la autorregulacion renal con el fin de mantener el FSR y la
TFG sin cambios. Sin embargo, los resultados obtenidos demuestran una bajada de
ambos parametros, lo que sugiere una pérdida de la autorregulacion renal, de forma
que la pequeia disminucion de la PA se convierte en una bajada de la TFG y del FSR,
debido a la falta o reduccién de algunos mecanismos compensatorios. La TFG
disminuye un 40 %, por lo que no da lugar a un aumento de la creatinina en plasma.
Estos resultados sugieren la existencia de un DRA de tipo subclinico, no detectado
por las variables hoy estandarizadas para detectar el DRA. Este planteamiento
cuestiona que estos farmacos no alteren la funcion renal en individuos normales, sin
alteraciones en la perfusion renal, como se afirmaba hasta ahora (Sturrock y
Struthers, 1993)

Por otra parte, el estudio de los biomarcadores urinarios denota la presencia de
las proteinas anteriormente descritas en el grupo de ibuprofeno, por lo que se
refuerza la hipdtesis de que puedan reflejar el estado bloqueado de las vias

hemodinamicas mediadas por la COX-2.

9.2.2. AINE+diurético (ibuprofeno+furosemida)

La administracion del diurético produce una reduccion de volumen que da lugar
a una disminucion de la PA, por lo que se activan los mecanismos necesarios para
restablecer dicha variable. Nuestros resultados demuestran que la administracion
conjunta de estos farmacos no produce una caida de la PA, ya que el SRAA se
encuentra activo. Otros estudios verifican este mantenimiento de la PA sin
variaciones tras la administracion de ambos farmacos (Passmore y cols., 1990; Wilson
y cols., 1993; Birk y cols., 2000).Tanto la expresion de la renina como la ARP
aumenta respecto al control en nuestro estudio, posiblemente dependiente de la
COX-2 que también aumenta respecto al control. Como ya se ha comentado en la
Introduccion diversos estudios indican que la liberacion de la renina tras la
administracion de la furosemida es parcialmente dependiente de la COX-2 (Kammerl
y cols, 2001; Matzdorf y cols., 2007; Stritchtenoth y cols., 2005; Steinhauslin y cols.,
1993; Turull y cols., 2001; Passmore y cols., 1990). Al no existir una variacion de la
PA, los mecanismos de regulacion renal no serian necesarios para mantener la TFG y

el FSR. Sin embargo, este grupo presenta una disminucion de la TFG del 50 % y del
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FSR, datos que sugieren una cierta alteracion en la autorregulacion renal debido a la
inhibicion de las PGs. La angiotensina Il sintetizada de forma sistémica para
mantener la PA promueve la sintesis de las PGs para equilibrar la vasoconstriccion en
la arteriola aferente (Cheng y cols., 1999; Harris y cols., 2004) El exceso de
vasoconstriccion no contrarrestada debido a la inhibicion de las PGs podria ser
responsable de la bajada de la TFG y del FSR, lo que sitUa al rifdn en un estado de
DRA subclinico, en el que la bajada de la TFG no repercute en un aumento de la Crpl.
Este efecto en la TFG ya fue observado en otros estudios (Turull y cols., 2001),
aunque como en nuestro caso, no se detectaron cambios en los niveles de la Crp

respecto al control o a los tratamientos por separado (Kose y cols., 2010).
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Figura 73. Resumen de las vias fisiologicas activadas y alteradas tras la
administracion de un diurético y un AINE de forma conjunta. Las cajas rojas representan
los mecanismos bloqueados, las cajas verdes los mecanismos activados y el grosor de las
flechas indica el grado de activacidon de la via marcada: alta activacion (flecha gruesa);
media activacion (grosor medio), débil activacion (flecha fina), sin activaciéon (lineas
punteadas). ADH: hormona antidiurética; PNA: peptido natriurético atrial; BR:
baroreceptores; COX: cyclooxygenasa; EPI: epinefrina; MR: mecanoreceptores;  SRAA:
sistema renina-angiotensina-aldosterona; SNS: sistema nervioso simpdtico; SR: receptores
stretch; Crpl: creatinina plasmatica.

Sin embargo, los resultados obtenidos en el estudio lo biomarcadores urinarios

abre nuevos interrogantes. Los biomarcadores 13, 14 y 15 aparecen de forma
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intermitente segun los estudios de excrecidn urinaria y de composicion relativa de la
orina. Estos resultados restan fuerza a la hipotesis establecida de que estas proteinas
marquen las alteraciones producidas por la inhibicion de los mecanismos de
autorregulacion renal por parte de la COX-2. Futuros estudios son necesarios para
determinar la etiologia de estas proteinas en la orina ya que esta informacion nos
podria hacer comprender por qué estas moléculas aparecen en determinados grupos
de estudio y en otros no. Quizas estas proteinas marquen el estado de las vias
fisiologicas en un momento especifico o también es posible que la accion del
diurético altere su excrecion. Este trabajo deja abiertos nuevos interrogantes que
necesitan ser estudiados y aclarados, con el fin de sumar informacion que pueda ser
de gran ayuda en el diagnostico precoz y preventivo de esta enfermedad, incluso
cuando la misma no se ha establecido en el rifdon, pero los primeros signos de alerta

pudieran ser detectados.

9.2.3. Diurético+inhibidor de la angiotensina Il (furosemida+trandolapril)

El escenario cambia completamente cuando el diurético se combina con un
inhibidor de la angiotensina Il. La furosemida activa los mecanismos de regulacion de
la volemia y de la PA, pero la inhibicion de la angiotensina Il hace que dichos
mecanismos no sean eficientes para mantener este parametro sin variaciones. De
acuerdo a los resultados obtenidos, la PA de los animales de este grupo disminuye
hasta 90 mmHg, una hipotension también detectada en otros estudios tras la
administracion de ambas familias de farmacos (Lane y cols., 1998; Sechi y cols.,
1990; Esnault y cols., 2008; Good y cols., 1994). En los rifiones, esta bajada de PA
activara los mecanismos de la autorregulacion con el fin de mantener la TFG.
Nuestros animales presentan una TFG sin alteraciones, lo que denota que los sistemas
de autorregulacion renal pueden trabajar perfectamente. Los altos niveles de
expresion de renina detectados en los rifones y en la ARP sugieren una clara
activacion del SRAA tras la administracion deestos farmacos, datos apoyados por
otros estudios de investigacion que han obtenido resultados similares (Castrop y
cols., 2003). Esta activacion del SRAA parece ser dependiente en mayor o menor
medida de la enzima COX-2, ya que su expresion se incrementa enormemente a lo
largo de toda la corteza renal. En la arteriola aferente, las PGs sintetizadas en la
macula densa gracias a la RTG y la contraccion miogénica atenuada provocan un
efecto vasodilatador. Sin embargo, en la arteriola eferente la angiotensina Il parece

ser el factor mas importante en el control de la resistencia vascular (Ito y Abe,
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1997). El mantenimiento de la TFG sugiere que en estas condiciones, este parametro
se mantiene gracias al efecto vasodilatador de las PGs y al efecto miogénico,
mientras que la falta de contraccion en la arteriola eferente por parte de la
angiotensina |l tiene débiles repercusiones en la TFG. Sin embargo, el FSR detectado
en este grupo de estudio aparece disminuido respecto al control, lo que denota la
inhibicion parcial de la autorregulacion renal. La inhibicion de la angiotensina Il
provoca que las RVP no puedan tamponar los cambios en la PPR, de forma que estos
dos parametros disminuyen, lo que desemboca en una bajada del FSR. Sin embargo,
estas variaciones en el FSR no se traducen en cambios en la presion intraglomerular,

gracias posiblemente a la accion vasodilatadora descrita anteriormente.
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Figura 74. Principales mecanismos de regulacion de la PA y de la TFG activados
tras la administracion de un diurético y un inhibidor de la angiotensina Il. Las cajas rojas
representan los mecanismos bloqueados, las cajas verdes los mecanismos activados y el
grosor de las flechas indica el grado de activacion de la via marcada: alta activacion (flecha
gruesa); media activacion (grosor medio), débil activacion (flecha fina), sin activacion (lineas
punteadas). ADH: hormona antidiurética; PNA: peptido natriurético atrial; BR:
baroreceptores; COX: cyclooxygenasa; EPI: epinefrina; MR: mecanoreceptores;  SRAA:
sistema renina-angiotensina-aldosterona; SNS: sistema nervioso simpdtico; SR: receptores
stretch.

Este grupo no presenta un DRA subclinico como en el caso de las otras dos
terapias dobles, ya que su TFG se mantiene intacta. Sin embargo, esta TFG es

constante a costa de la autorregulacion renal parcialmente activa, en la que las PGs
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son fundamentales. Por tanto, su correcta funcion renal se encuentra al limite y
cualquier estimulo que interfiera con este mecanismo responsable del mantenimiento
de la TFG provocara un colapso de la funcion renal. En este contexto, este grupo de
estudio es un claro ejemplo de un estado de riesgo de desarrollar un DRA de tipo pre-
renal.

Légicamente, el estudio de los biomarcadores refleja la ausencia tanto de los
relacionados con un DRA renal, como aquellos identificados en este trabajo,

resultantes del efecto del ibuprofeno.

9.3. La triple terapia, el talon de Aquiles de la hemodinamica

Tras llegar a las conclusiones anteriormente planteadas es facil de entender
que la suma de un inhibidor de las PGs al escenario propuesto por la administracion
conjunta de diuréticos y de inhibidores de la angiotensina Il tenga repercusiones
desastrosas para el organismo. Los resultados de PA sugieren que el pre-tratamiento
producido con I+T provoca una pequeia disminucion de la PA, lo que denota la
inhibicion de los mecanismos regulatorios. Sin embargo, la administracion de la
furosemida desafia el estado hemodinamico sistémico y renal. Su agregacion a la
terapia provoca la caida brusca de la PA, ya que el SRAA se encuentra inhibido.
Ademas, la TFG cae drasticamente tras dos dosis del diurético ya que la
autorregulacion renal, totalmente dependiente de las PGs en momentos de inhibicion
de la angiotensina Il, se encuentra completamente bloqueada por los
antiinflamatorios. El estado de hipoperfusion renal se hace evidente tras los
resultados obtenidos a dia 6 de tratamiento del FSR y el flujo sanguineo cortical. Sin
embargo, los estudios de correlacion realizados entre el aumento de la Crp y la
disminucion de la PA sugieren que la pérdida de la autorregulacion se produce desde
las primeras dosis de la furosemida, de forma que posteriormente tanto la PA como
la TFG disminuyen bruscamente debido a la falta de todo mecanismo de regulacién y
al colapso hemodinamico producido. EL SRAA y la enzima COX-2 son los grandes
protagonistas de este escenario, ya que su expresion se incrementa exageradamente
con la triple terapia y la inhibicion de sus efectores provoca un daio renal.

La ausencia de marcadores de DRA de tipo renal, junto con la presencia de
nuevas proteinas identificadas en la orina de estos animales y las alteraciones
producidas en todos los parametros fisiologicos descritos puede crear una huella

molecular capaz de describir este estado fisiologico y diferenciar este escenario
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fisiopatologico de otros muchos, punto clave para la mejora del tratamiento

terapéutico y del pronéstico posterior.
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Figura 75. Resumen del estado fisiopatolégico y de las principales vias
involucradas en el desarrollo del modelo experimental animal “Triple Whammy”. Las
cajas rojas representan los mecanismos bloqueados, las cajas verdes los mecanismos
activados y el grosor de las flechas indica el grado de activaciéon de la via marcada: alta
activacion (flecha gruesa); media activacion (grosor medio), débil activacion (flecha fina),
sin activacion (lineas punteadas). ADH: hormona antidiurética; PNA: peptido natriurético
atrial; BR: baroreceptores; COX: cyclooxygenasa; EPI: epinefrina; MR: mecanoreceptores;
SRAA: sistema renina-angiotensina-aldosterona; SNS: sistema nervioso simpdtico; SR:
receptores stretch; Crpl: creatinina plasmdtica.

En este punto, el desafio clave es encontrar marcadores fisioldgicos que puedan
correlacionarse con los efectos biologicos concretos, como la disminucion del FSR, la
disminucion de la autorregulacion, etc, independientemente del farmaco o condicidn

que los produzca.
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10. PERSPECTIVAS

El analisis minucioso de cada grupo experimental nos ha permitido establecer
un mapa fisioldgico para cada uno, que pueden reflejar multitud de casos practicos
encontrados diariamente en el area clinica. Nuestros resultados han podido reforzar
la idea de que un Unico biomarcador sea incapaz de evaluar el estado fisiologico o
fisiopatologico de un individuo. Por ello, la idea final de este trabajo de investigacion
plantea analizar y agrupar todos los parametros fisioldégicos, moleculares y
bioquimicos estudiados mediante modelos matematicos, capaces de crear un perfil
hemodindmico para cada grupo gracias al cual se pueda determinar el estado
fisiologico del individuo y poder actuar en consecuencia, lo que prevendria la
aparicion de dicho sindrome y facilitaria su manejo una vez que la enfermedad se
encuentre establecida en el rifdn. En la actualidad, nuestro grupo de investigacion
ha creado una base de datos que incluye datos fisiologicos (peso, estado hidrico,
funcion renal, PA, FSR), datos hidro-electroliticos (sodio urinario, potasio urinario,
osmolalidad urinaria, EFNa...), datos moleculares (renina, COX-2, ARP) y datos de los
biomarcadores urinarios analizados de 100 ratas, con el fin de obtener un modelo
matematico capaz de discernir el perfil de un nuevo individuo y localizar el grupo de
riesgo o dano al que pertenece.

Por otra parte, el modelo experimental de DRA llevado a cabo en este trabajo
de investigacion sugiere que tres factores de riesgo o alteraciones deben converger
en un mismo individuo al mismo tiempo para desarrollar este tipo de dolencia. Sin
embargo, este modelo de DRA podria recrear solamente una de las muchas
posibilidades que se pueden encontrar en la clinica. De acuerdo con nuestra
hipotesis, el DRA de tipo pre-renal se desarrollaria en cualquier situacion de
hipoperfusion en la que los mecanismos de regulacion de la PA y de la
autorregulacion renal no trabajasen correctamente. Estos tres vértices propuestos
podrian dibujar un triangulo de equilibrio en el que podriamos incluir multitud de
situaciones clinicas (figura 76).

Las situaciones de hipoperfusion son relativamente comunes, como por ejemplo
en estados de deshidratacion, envejecimiento, estenosis arterial o enfermedades
previas que puedan comprometer el FSR y la PPR. En estas situaciones la
administracion de farmacos que alteran los mecanismos de regulacion de la
hemodinamica puede tener consecuencias desastrosas para el mantenimiento de la

filtracion glomerular. En este contexto, el DRA de tipo pre-renal podria ser la
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consecuencia de una combinacion de mudltiples factores de riesgo, tales como
enfermedades, administracion de farmacos, y cambios funcionales o estructurales
debidos al envejecimiento, que puedan alterar cada uno de los vértices
anteriormente propuestos. Esta idea explicaria la presencia de un DRA en algunas
dobles terapias, como se expone en la Introduccion de este trabajo, siempre en
presencia de enfermedades asociadas, situaciones de hipoperfusion renal o avanzada
edad (Caminy cols., 2015; Sturrock y Struthers, 1993; Bridoux y cols., 1992; Braden
y cols. 2004).

La siguiente figura resume el modelo propuesto para el desarrollo de un DRA
de tipo pre-renal en un sentido amplio. En la primera parte de la figura (figura 76.A)
se esquematiza las alteraciones producidas por las combinaciones de farmacos
utilizadas en el modelo experimental animal. En la figura 76.B se propone un modelo
de DRA pre-renal esquematizado en un triangulo, en cuyos vértices se sitlan las
alteraciones determinadas en este trabajo como necesarias para el desarrollo de este
sindrome renal. En este punto, el desafio que se presenta es esclarecer los puntos
clave para cada situacion clinica de riesgo, situados en los lados del triangulo, con el
fin de poder delinear un mapa fisiologico para cada uno de ellos, lo que permitiria
concluir qué combinaciones de factores de riesgo pueden desembocar en un colapso
renal.

Y, finalmente, el reto implica el desarrollo de nuevos sistemas de diagnostico
basados en los niveles de parametros fisiopatologicos y biomarcadores capaces de
delimitar el perfil hemodinamico de un individuo. Este modelo permitiria detectar
situaciones de riesgo que puedan alterar los mecanismos regulatorios antes de que el

DRA aparezca, herramienta clave en la medicina preventiva y personalizada.
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Figura 76. Esquema propuesto de los cambios necesarios en el organismo en un
DRA de este tipo y los factores de riesgo que pueden producir dichas modificaciones.
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CONCLUSIONES

Este trabajo de investigacion nos ha permitido alcanzar las siguientes

conclusiones:

1. La administracion conjunta de furosemida, trandolapril e ibuprofeno produce un
claro DRA en los animales de experimentacion, caracterizado por un aumento de
la creatinina y de la urea plasmatica sin un dafio aparente en las estructuras
renales. La evaluacion de diferentes paramétros renales sugiere que este

modelo experimental animal reproduce un DRA de tipo pre-renal.

2. La administracion conjunta de ibuprofeno y trandolapril, o ibuprofeno vy
furosemida, podria producir un DRA subclinico, caracterizado por una
disminucion de la TFG sin repercusion en un aumento de la creatinina

plasmatica.

3. En la orina de los animales tratados con la triple terapia no se detectan los
potenciales biomarcadores relacionados con un DRA, datos que nos permitirian
perfilar una huella proteica para este tipo de dano, Util para llevar a cabo un

diagnéstico diferencial.

4. Los mecanismos de regulacion de la hemodinamica sistémica y renal se
encuentran implicados en la fisiopatologia de este sindrome renal. En la triple
terapia existiria una inhbicion simultanea de los mecanismos de regulacion de la

PA y de la autorregulacion renal, lo que desembocaria en un colapso renal.

5. El biomarcador 13, el biomarcador 14 y el biomarcador 15 aparecen en la orina
de los animales tratados con la triple terapia y estan ausentes en la orina de los
animales controles. Su presencia, en combinacion con la informacion aportada
por otros parametros, podria ser (til para caracterizar el DRA pre-renal, avance

para la mejora de su diagnostico diferencial.
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