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RESUMEN

La enfermedad renal cronica (ERC) puede estar producida por enfermedades que
afectan directa o indirectamente al rifion, o bien por dafios puntuales que debilitan su
estructura 'y funcién progresivamente. En la practica clinica, existen numerosos farmacos que
pueden inducir dafio renal agudo (DRA) y predisponer a los pacientes a sufrir ERC con el

tiempo.

Este trabajo de investigacion busca analizar la funcion renal y los cambios
histoldgicos en un modelo de experimentacién in vivo con ratas tipo Wistar durante 90 dias.
Se aplico una combinacion de DRA isquémico (1) y téxico; el primero limitando el flujo renal
por clampaje de la arteria renal, y el segundo a través de la administracion intraperitoneal de
5mg/kg de cisplatino (CP), un farmaco quimioterapico utilizado en la préctica clinica con
efectos nefrotoxicos ampliamente conocidos. Se trabajo con cuatro grupos experimentales
(CP//1, CP/N, CPIC/1'y C/I/T) mas un grupo control (SHAM). El andlisis de la funcién se
llevd a cabo en tres momentos: basal, segundo mes y tercer mes, mientras que el analisis
histolégico se realizd en el segundo y tercer mes, utilizando las tinciones de

hematoxilina/eosina y rojo sirio.

Se concluye que en el periodo entre los 7 y 90 dias tras el primer DRA existen cambios
que aun no se detectan a nivel funcional, sin embargo, ya se observan alteraciones
estructurales que, si prosiguen en el tiempo, predisponen a la ERC. Estos resultados
evidencian la necesidad de disponer clinicamente de marcadores que indiquen el inicio del
dafo renal cuando las medidas de funcién habituales (creatinina plasmatica, aclaramiento

renal) se encuentran atn dentro de la normalidad.

Palabras claves: enfermedad renal cronica, dafio renal agudo, modelo experimental, ratas

Wistar, cisplatino, isquemia renal, funcidn, estructura, histologia.



INTRODUCCION
1.1. Dafio Renal Agudo

El Dafio Renal Agudo (DRA) se define como el descenso brusco de la funcion renal
de evolucion igual o menor a 7 dias. Los rifilones no solo se encargan de la eliminacion de
sustancias de desecho, sino que su funcion principal esta relacionada con el mantenimiento
del volumen y la composicién de los liquidos corporales, equilibrando para ello las entradas

de electrolitos y agua con las pérdidas de orina para mantener asi la homeostasis interna (1).

El DRA puede estar causado por diversas etiologias que incluyen enfermedades que
afectan a los rifiones directamente, enfermedades extrarrenales o condiciones que pueden

tener repercusion sobre dichos 6rganos. Se han definido tres tipos de DRA.

DRA Prerrenal. Se produce cuando la perfusion renal estda comprometida,
disminuyendo el riego sanguineo y por tanto la filtracion y la funcion renal (2). La excrecién
de cloruro y sodio disminuyen al igual que la diuresis, y la concentracion de los productos
nitrogenados de desecho aumenta en el plasma, acumulandose en el organismo y produciendo
azotemia. La hipoperfusion puede estar asociada a hipovolemia por hemorragia o

deshidratacion.

DRA Renal o Intrinseco. Se produce por varias causas. En el caso anterior, cuando
la hipoperfusion perdura en el tiempo, se compromete el flujo sanguineo y se produce dafio
hipdxico y oxidativo en las células tubulares renales, lo que lleva a la muerte celular y al
compromiso de la funcion renal; esto se conoce como Necrosis Tubular Aguda (2). Entre
otras causas de DRA intrinseco estan los procesos inflamatorios agudos que afectan al rifion
y que estan producidos por infecciones, reacciones alérgicas y autoinmunes, farmacos o por
nefrotéxicos que alteran el parénquima renal (afectando vasos, glomérulo, tabulos y/o

intersticio) y traen consigo una alteracion en la funcion renal.

DRA Postrenal. Causado por una obstruccién intrinseca (calculos, neoplasias) o
extrinseca (compresiones, neoplasias, hiperplasia prostatica) en cualquier punto del tracto
urinario que reduce el flujo urinario hacia su evacuacion. En el DRA Postrenal, la obstruccion
disminuye la diuresis (excrecion de orina) y puede acabar afectando retrogradamente la

funcién renal. Es potencialmente reversible si se detecta a tiempo y se elimina la causa.



Segun la Guia KDIGO (Siglas en inglés de Kidney Disease: Improving Global
Outcomes) del 2012, los valores de Creatinina Plasmatica (CrP) y diuresis permiten definir
de manera objetiva la presencia de DRA: incremento >0,3mg/dl de los valores de CrP en 48
horas 0 >1,5 veces el valor inicial o conocido de los 7 dias anteriores, o diuresis <0,5ml/kg/h

durante 6 horas (3).

El DRA es un problema que puede ocurrir en todos los contextos dentro de la atencion
sanitaria, pudiendo tener consecuencias no solo inmediatas sino también a largo plazo sobre

la estructura y funcion renal a pesar de que la etiologia pueda ser reversible y tratada.
1.2. Transicion de DRA a ERC

La Enfermedad Renal Aguda (ERA) es un término que se ha propuesto para definir
el curso de la enfermedad renal después de producirse un DRA. El DRA y la Enfermedad
Renal Crénica (ERC) estan claramente caracterizadas y diferenciadas, sin embargo, la ERA
no ha sido estudiada sistematicamente y se ha propuesto como el periodo de transicion entre
los 7 y 90 dias que pasan entre el DRA y la ERC (Fig. 1). Su importancia se basa en que
constituye un periodo de ventana sobre la cual pueden aplicarse intervenciones que frenen la
historia natural de la enfermedad renal (4).

Dafio

Transicion DRA > ERA > ERC

P)

0o 2 7 9 180

>

Dias tras el dafio

Figura 1. Transicion en el tiempo de Dafio renal agudo (DRA) a Enfermedad Renal Aguda (ERA) y
Enfermedad Renal Crdnica (ERC) tras un dafio inicial. Adaptado de Chawla, LS et al. (2017)

1.3.Enfermedad Renal Cronica
Definicién y Epidemiologia

La ERC se define como la persistencia de la alteracion de la estructura y/o funcién
renal durante al menos tres meses. Existe un gran espectro de patologias que acaban en ERC
y que afectan al rifidn de forma cronica e irreversible (5). La presencia de DRA, aunque este

sea reversible, puede tener consecuencias clinicas no solo inmediatas sino también a largo



plazo como lo es la predisposicion o el desarrollo de la ERC ya que la funcion renal se ve

afectada y, de un modo silente, progresivamente puede ir decayendo en el tiempo (3).

Segun los resultados arrojados por el Estudio Epidemioldgico de Insuficiencia Renal
Cronica en Espafia (EPIRCE) que estimd la prevalencia de ERC, el 6,8% de la poblacion
espafiola mayor de 20 afios presenta algun tipo ERC en los estadios 3-5, aumentando
considerablemente este valor en la poblacion mayor de 64 afios (21,42%), y con una fuerte
presencia de los siguientes factores de riesgo: dislipidemia, diabetes, tabaquismo, obesidad e

hipertension (6).

La ERC constituye un grave problema de salud publica con gran repercusion no solo
sobre la calidad de vida en los pacientes que la padecen, sino también sobre el coste sanitario
relacionado a su tratamiento, que busca suplir la funcion del érgano a través de la Terapia
Renal Sustitutiva (TRS) que incluye tres tipos de tratamiento: hemodidlisis, dialisis
peritoneal y, en ultimo caso, el trasplante renal (6,7). En lo que se refiere a la Dialisis, en
Esparfia, el coste medio anual de tratamiento por paciente, es de 21.870,00 euros para la
Didlisis Peritoneal Continua Ambulatoria (DPCA), 32.914,80 euros para la Dialisis
Peritoneal Automatizada (DPA) y 23.049,00 euros para la Hemodidlisis (HD) (8).

Teniendo en cuenta que para el afio 2020, la incidencia anual de pacientes que
iniciaron TRS a nivel nacional fue de 141,4 pacientes por millén de poblacion (pmp) y que
la prevalencia (desde el afio 2006) se sitla sobre los 1362,8 pmp (resultados preliminares
del Registro Esparfiol de Enfermos Renales), podemos afirmar que la ERC genera un gasto
sanitario anual importante, en concreto un 2,5% del presupuesto del Sistema Nacional de
Salud y mas de un 4% de la Atencidn Especializada (7), valor que progresivamente podra ir
aumentando conforme la poblacién siga envejeciendo y aumente el grupo de poblacién donde

la prevalencia de ERC es mayor.
Diagnostico de la ERC

Para analizar la funcién renal en el contexto clinico se emplea la concentracion de
CrP, que es un producto obtenido del metabolismo de los musculos que se excreta inicamente
por la orina a través del proceso conocido como filtracion. Este valor, obtenido por medio de

un analisis de sangre, al ser introducido en las ecuaciones especificas de estimacion de la



Tasa de Filtracion Glomerular (TFG), como la Ecuacién de MDRP o CKD-EPI, nos permitira
determinar si los rifiones funcionan adecuadamente. La afectacion de la funcion renal se
objetiva con una TFG <60 ml/min/1,73m2 (5). Sin embargo, hay que tener en cuenta que
valores de CrP pueden seguir siendo normales aun cuando la enfermedad renal ya se ha
establecido (9). Segun Sellares y Rodriguez, en los estadios iniciales de ERC, la CrP no
aumenta hasta que la filtracion glomerular desciende un 50% sobre su valor basal, en cambio,
cuando hablamos de estadios més avanzados, la CrP es mas sensible a pequefios cambios en

la misma.

Otros inconvenientes que presenta la creatinina como marcador diagndstico son que,
a pesar de ser excretada por filtracion, cuando esta se ve afectada, su secrecién en el tabulo
aumenta sobrestimando la TFG en un 10-30%; ademas, su produccién esta influida por
cambios en la masa muscular, asi como por otros factores como el peso corporal, raza, edad,
sexo, etc. Todo esto hace que en numerosas ocasiones el diagnostico de la ERC se retrase y
que cuando sea detectada, nos encontremos en estadios avanzados de la enfermedad. (5,10)

En cuanto a la alteracion de la estructura, la lesion renal puede ponerse de manifiesto
a través de técnicas de imagen (ecografia), estudios histolégicos (a partir de la toma de
biopsias renales para el estudio de las estructuras celulares) o bien por medio de otros
parametros clinicos como la albuminuria, o el sedimento urinario (11). Cuando estas
alteraciones permanecen de forma persistente durante al menos 3 meses, nos indicaran que

existe un dafio real en el tejido o bien en las estructuras implicadas dentro de su funcion (11).
Clasificacion de la ERC

La ERC se clasifica en funcion de la causa que la produce, siendo la diabetes la
principal causa, seguida por la hipertension arterial, enfermedades cardiovasculares, el uso
de farmacos con efecto nefrotdxico como el litio, inhibidores de calcio o el abuso de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), y los trastornos renales y del tracto urinario.
Ademas de su etiologia, se clasifica segun la TFG estimada (que define cinco categorias de
la funcidn renal) y el grado de albuminuria (con tres categorias de rangos) (12). La relacion
de estas dos Ultimas variables permite determinar el prondstico de la enfermedad (riesgo
bajo/sin ERC, moderado, alto y muy alto) para asi, disefiar el tratamiento mas adecuado (Fig.
2).



Categorias de Albuminuria persistente.
Descripcion y rangos.

Pronéstico de la ERC segun las Al L% as
categorias de TFG y Albuminuria:
Normal o leve Incremento Incremento
KDIGO 2012 incremento moderado grave
<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol >30 mg/mmol

G1 Normal o alto >90

G2 Levemente disminuido 60-89

Disminucion leve-

G3a moderado

45-59

Disminucién moderada-

G3b | goe 30-44

Descripcion y rangos

G4 Gravemente disminuido 15-29

Categorias de TFG (ml/min/1.73m2)

G5 Fallo renal <15

Figura 2. Prondstico de la ERC segun la TFG y Albuminuria (Traducido). ERC: Enfermedad Renal Cronica; TFG: Tasa de
Filtracion Glomerular; KDIGO: Kidney Disease Improving Global Outcomes. El color verde indica un riesgo bajo en caso de
que no haya otros marcadores de enfermedad renal, no habrd ERC; color amarillo indica un riesgo moderado, en color
naranja un riesgo elevado y en color rojo un riesgo muy elevado de desarrollar ERC. Fuente: KDIGO 2012 Clinical Practice
Guideline for the Evaluation and Management of Chronic Kidney Disease. Off J Int Soc Nephrol [Internet]. 2013,;3(1):150.
Disponible en: https://www.kidney-international.org/.

Progresion de la Enfermedad Renal Crénica

Cuando el DRA es inicial y no existe previamente ERC, existe un periodo de
recuperacion a las 48 horas que permitiria la reversion del dafio en la mayor parte de los casos
(sobre todo, si se retira la causa que originé el DRA); sin embargo, cuando el DRA se produce
en un contexto de ERC preexistente, existe un mayor riesgo de progresion a otras fases de la
enfermedad (4). A este antecedente, se le suman factores de riesgos de progresion como la
proteinuria, hipertension arterial, Diabetes Mellitus, enfermedad cardiovascular, tabaquismo,

obesidad o tratamiento crénico con AINES (11).

La ERC aumenta la sensibilidad al DRA y este a su vez actla acelerando la progresion
de la ERC hacia el fallo renal, por lo que la deteccién temprana del DRA debe ser

fundamental para tratar a tiempo la enfermedad renal o incluso evitar su accion en el paciente.

La transicion de DRA a ERC nos indica que, durante este periodo entre los 7 y 90
dias, existe una serie de modificaciones estructurales y fisiolégicas que van restando
funcionalidad a los rifiones hasta que el dafio termina siendo irreversible. Es por ello que el
estudiar este proceso de transicion adquiere cada vez un mayor interés traslacional, ya que

busca identificar los cambios que suceden en el rifion detectando y evaluando la progresion
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funcional y estructural de la enfermedad renal tras aplicar varios DRA experimentales, para
poder a nivel clinico, desarrollar nuevos metodos clinicos de deteccion y abordaje que nos
permitan adelantarnos a las consecuencias no deseadas sobre unos 6rganos tan importantes

para el equilibrio interno.

OBJETIVOS

A partir de un modelo experimental in vivo sobre el cual se aplicara DRA isquémico

y nefrotoxico, se proponen los siguientes objetivos:

— Evaluar los cambios en la funcion renal tras tres meses de aplicacion de los DRA
experimentales.
— Describir el dafio histoldgico presente en muestras de tejido renal.

— Cuantificar el grado de fibrosis de muestras de tejido.

MATERIALES Y METODOS

Los métodos de trabajo se realizaron siguiendo los Protocolos Normalizados de
Trabajo (PNT) realizados por el Grupo TRECARD (https://trecard.com/) de la Universidad

de Salamanca.
3.1. Disefio experimental

Se parte de un total de 35 ratas macho tipo Wistar de 8 semanas y con un peso entre
los 200-260gr, a las que se le realizé acostumbramiento animal en jaulas metabdlicas durante
24 horas, donde se controlaron las variables de ingesta (agua y comida), ciclo de luz y

excrecion urinaria para la posterior recogida de muestras y su procesamiento.

Los 35 animales se repartieron en 5 grupos de experimentacion de manera aleatoria a
los cuales se les fue aplicando dos o tres DRA de tipo nefrotdxico e isquémico espaciados en
el tiempo. Ademas, se extrajeron muestras de sangre y de orina para el analisis de la funcién
renal y otras variables analiticas y posteriormente se procedid al sacrificio de estas para la

obtencion de las muestras de rifion y su analisis estructural.
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- Grupo SHAM. A este grupo de ratas se le realizé una laparotomia seguida de sutura
sin aplicacion de ningun dafio. Se establecié como grupo control.

- Grupo CP/I/l. A estas ratas se les aplico tres DRA espaciados en el tiempo. El
primero consistio en la administracion de una dosis de 5mg/kg de cisplatino (CP) por
via intraperitoneal. El segundo dafio consistié en el clampaje de la arteria renal
izquierda durante 60 minutos al cual se accedié por medio de una laparotomia y el
tercer dafio aplicando el mismo DRA isquémico (I) descrito anteriormente, pero en
este caso del lado derecho.

- Grupo CP/I. A estas ratas se les aplicd dos DRA espaciados en el tiempo, que
consistio en la administracion de una dosis de 5mg/kg de CP y posteriormente el
proceso de isquemia en el rifion izquierdo.

- Grupo CP/C/I. A estas ratas se les aplic el mismo tipo de dafio que el descrito
anteriormente, pero en un intervalo de tiempo mayor.

- Grupo C/I/1. A estas ratas se les aplicé dos DRA de tipo isquémico. Se inicio con la

isquemia en la arteria renal izquierda y posteriormente en el lado derecho.

El experimento durd un total de 90 dias (3 meses). La aplicacion del primer DRA se
realizo en el dia cero “0” del experimento, el segundo DRA se aplicd entre el dia 8-10
coincidiendo con el dia de recuperacion de la funcion renal, y el tercer DRA se aplico en el
dia 24. Para los grupos con doble dafio, el primer dafio se aplico en el dia 0 mientras que el

segundo dafio se aplico en el dia 24.

En los dias 56 (Segundo mes, en adelante M2) y 90 (Tercer mes, en adelante M3), se
realizaron sacrificios a razon de 2 ratas por grupo, para realizar el estudio histolégico de los

rifiones en los distintos tiempos.

Se tomaron muestras de sangre y de orina a todas las ratas de los distintos grupos
experimentales el dia 0 del experimento (en adelante tiempo: BASAL) antes de la realizacion
del primer episodio de DRA, y previos al momento de su sacrificio (M2 y M3) para el analisis

de la funcién renal.
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3.2. Obtencion y manejo de muestras de orina

Siguiendo el PNT de Uso de Jaulas metabdlicas y recogida de muestras de orina de
rata, se obtiene la orina de 24h recogida de las jaulas metabodlicas y se vierte en tubos de
poliestireno (PS) de 10ml, previamente identificados, para posteriormente centrifugarlos a
2000G durante 8 minutos. Se obtiene un liquido separado en tres fases: superior de aceite
mineral (que evita la evaporacion de la orina), fase intermedia que contiene la orina y la fase
inferior que contiene restos de comida, heces u otros elementos. Se recoge toda la orina de la
fase intermedia con ayuda de una pipeta Pasteur y se vierte en un nuevo tubo PS, para luego
obtener alicuotas de 200ul en tubos de tipo Eppendorf, previamente identificados, que sera

de donde se tomaran las muestras para las determinaciones en orina.
3.3. Obtencion y manejo de muestras de sangre

Siguiendo el PNT de Extraccion y procesamiento de sangre de rata, se obtienen
muestras de aproximadamente 400pl (recogidas en tubos capilares para hematocrito), por el
método de canulacion de la vena de la cola, previa anestesia inhalatoria con isoflurano al 5%
y posteriormente al 2%. Las muestras obtenidas se vierten en tubos de tipo Eppendorf de
1,5ml, previamente identificados; que se centrifugaran a 7000G durante 4 minutos y a una
temperatura de 4°C. Una vez procesadas las muestras, se recoge el sobrenadante que
corresponde al plasma, se transfiere a otro tubo Eppendorf, y luego se extraen las alicuotas

necesarias de donde se tomaran las muestras para las determinaciones séricas.
3.4. Analisis de la funcion renal
3.4.1. Determinacion de la concentracion de creatinina en plasmay orina

Plasma: Utilizando el Kit comercial Quantichrom ® Creatinine assay kit DICT-500
de Bioassay Systems ® (San Francisco, CA, Estados Unidos) se determina la concentracion
de creatinina en muestras de orina y plasma por un método colorimétrico. Para ello, en una
placa de 96 pocillos se afiaden en pocillos distintos: 30ul de siete diluciones de creatinina
conocidas que constituiran la recta patron para el calibrado de las muestras y seguidamente
30ul de cada una de las muestras de plasma. Posteriormente, se adicionara a cada pocillo un
volumen total de 200ul mezclando los reactivos A y B del kit comercial en una proporcién

1:1. Una vez preparada la placa, se procedera a la lectura de la placa para medir su
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absorbancia a los 0 y 5 minutos. Se calcula el incremento de la absorbancia restando los
valores obtenidos en ambos tiempos y a partir de la ecuacién de la recta patron, se despejan

las variables para calcular la concentracién de creatinina.

Orina: Para ello se utiliza el mismo kit para la determinacién de la concentracion de
CrP. En este caso a los pocillos se afiaden 5ul de las diluciones que constituyen la recta patron
y seguidamente 5ul de cada una de las muestras de orina previamente diluidas en agua
destilada (1:10). Posteriormente, se adicionara a cada pocillo un volumen total de 200ul
mezclando los reactivos A 'y B del kit comercial diluidos en agua MiliQ en una proporcion
0,5:0,5:1 respectivamente. Para la lectura, se realiza el mismo procedimiento que en el
apartado anterior.

3.4.2. Determinacion del aclaramiento de creatinina

El aclaramiento de creatinina (CrCl) es una técnica desarrollada para medir la funcion
renal (TFG), empleando para ello el analisis de una muestra de sangre y orina y estudiando
una sustancia que se excrete por via urinaria y que unicamente se filtre sin ser reabsorbida ni
secretada por los rifiones. La creatinina es una sustancia que cumple parcialmente dichas
caracteristicas, ya que aproximadamente un 10-15% se secreta. Para determinar el
aclaramiento de creatinina se requiere el valor de CrP creatinina urinaria (CrU) y el flujo
urinario (V) por dia dentro de la siguiente ecuacion:

CrU (mg/dl) x V(ml/dia)

CrCl (ml/min) = CrP (mg/dl) x 1440min/dia

3.5. Analisis Histologico

Para el andlisis histoldgico se obtuvieron muestras de tejido renal de las ratas en los
dias de sacrificio, que se enviaron al servicio de Patologia Molecular Comparada de la
Universidad de Salamanca para su procesamiento, inclusion en blogue de parafina, y
realizaciéon de microcortes de Sum de grosor, que sobre los portaobjetos se fijaron y
colorearon con tinciones de hematoxilina-eosina y rojo sirio. Los preparados histoldgicos al

microscopio se digitalizaron para su anélisis con el software correspondiente.
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3.5.2. Hematoxilina Eosina (H/E)

Es una de las tinciones mas usadas en histologia que usa dos colorantes; uno basico,
la hematoxilina y otro acido, la eosina, para tefiir las diferentes estructuras de la célula (13).
En el caso de la hematoxilina, esta se une por afinidad a las sustancias &cidas como el ADN
para tefiir el nucleo, y algunos elementos como los glucosaminoglicanos, para tefiir la matriz
extracelular (13). La eosina por su parte, tiene afinidad por estructuras proteicas, tifiendo de
esta forma otros compartimentos de la célula, en este caso el citoplasma, y también se une al
colageno de la matriz extracelular (13). Al microscopio optico la hematoxilina se observa de

color morada, mientras que la eosina se observa de color rosado.
3.5.3. Rojo Sirio

Es una tincién con gran selectividad para las fibras colagenas, aunque no sea
especifica para las mismas (14). La tincién se combina con el microscopio de luz polarizada,
para poder visualizar el tejido conectivo (14). Se utiliza en patologias cronicas como cirrosis
hepatica, arteriosclerosis, glomeruloesclerosis, entre otras. Tifie de rojo las fibras del tejido
conjuntivo excepto las fibras elésticas, y de amarillo el resto de elementos celulares como

citoplasma, aungue los nucleos pueden observarse con una coloracion rosacea.
3.5.4. Cuantificacion de colageno mediante la tincion de Rojo Sirio

El colageno es una familia de proteinas que representa aproximadamente el 25 al 30%
de todas las proteinas corporales (15). Se distribuye a lo largo del tejido conectivo o matriz
extracelular y su funcion principal es dar soporte a las células, para lo cual forman un
entramado de fibras que ofrece gran resistencia (15). La deteccidn de coldgeno en muestras
histoldgicas permite analizar como se expresan y disponen dichas fibras conectivas en los
distintos tejidos. Aparte de su papel en la resistencia e integridad de los tejidos, el colageno
es protagonista en procesos inflamatorios crénicos, ya que expresa, aumentando su
produccion (15,16). Cuantificar el colageno tisular sirve como herramienta para el

diagnostico clinico de la fibrosis (16).

Para realizar la cuantificacion de colagenos se siguié un protocolo de Cuantificacion
de Fibrosis con Rojo Sirio del grupo TRECARD Yy se utilizaron los siguientes programas en

el mismo orden: OlyVIA version 2.6 de Olympus Soft Imaging Solutions GmbH (Mdnster,
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Alemania), Microsoft® PowerPoint® 2013 (version 15.0.5325.1000) de Microsoft Office
365ProPlus e ImageJ version 1.53k desarrollado por los Institutos Nacionales de Salud de
los Estados Unidos (En inglés, National Institutes of Health, NIH, USA) y de dominio

publico.

En el programa OlyVIA se cargaron los archivos digitalizados correspondientes a los
cortes histoldgicos de rifidn ya tefiidos, se realizaron ajustes de color para conseguir el mismo
brillo y tonalidad en todas las imagenes y se obtuvieron cinco tomas aleatorias de cada una
de las areas del rifion: corteza, medula externa y medula interna. En caso de las imagenes

tefiidas con H/E, solo se realizaron cinco tomas del area cortical.

Posteriormente, se copiaron las imagenes en Power Point, para ajustar el tamafo
(18,2cm x 32,7cm) y luego guardar el archivo como formato .TIFF, compatible con el
programa ImageJ. Finalmente, en el programa ImageJ se cambid la escala de pixeles a
micrémetros y tras pasar la imagen a una escala de blanco y negro, con la herramienta
Threshold, se ajusto el area de pixeles correspondiente a la tincidn roja para calcular su area
en micrometros al cuadrado (um?). Una vez ajustada el area, se midio y se obtuvo el valor
absoluto de area de colégeno definido por sus limites superior e inferior del threshold, y el

porcentaje de area respecto al area total.

Para las imagenes con H/E solo se utilizd el programa OlyVIAy Power Point para
identificar los distintos tipos de dafio histologico observados en cada imagen a través de una
leyenda grafica. Los archivos fueron guardados en formato .JPG. Para presentar visualmente
el analisis con la tincién de H/E en este trabajo, se selecciond una imagen representativa de
cada grupo experimental en M3.

3.6. Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos en este estudio fueron introducidos en un base de datos
creada en el software Microsoft® Excel® 2013 (versién 15.0.5441.1000) de Microsoft Office
365ProPlus y para el andlisis estadistico se utilizo el software GraphPad Prism7, de GraphPad
Software (San Diego, CA, Estados Unidos). Los valores de CrP y CrCl fueron introducidos
en la base de datos para el anélisis de la funcion renal y los valores de area relativa de

colageno (ARC) para el andlisis del grado de fibrosis.

15



Se realizaron distintos ANOVA de dos vias con el post-test de Dunnet. para comparar
los distintos grupos experimentales con el grupo SHAM y con el post-test de Tukey para
comparar cada grupo respecto al tiempo basal, M2 y M3. Se considerd que existia
significacion estadistica cuando el p-valor era inferior a 0,05 y significacién mayor o alta

cuando el p-valor tomaba valores inferiores a 0,01.

Los datos se representaron como la media * el error estandar en un grafico de barras.
Para representar la funcion renal, en el eje de las abscisas se dispusieron los grupos
experimentales agrupados en tres tiempos: basal, M2 y M3 y en el eje de ordenadas los
valores de los parametros correspondientes (CrP en mg/dl y CrCl en ml/min). Para la
representacion del grado de fibrosis, en el eje de las abscisas se dispusieron los grupos
experimentales, subdivididos en derecho e izquierdo, y se agruparon en dos tiempos: m2 y
m3. En el eje de las ordenadas se dispusieron los valores del ARC en sus unidades

correspondiente (um?).

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Analisis de la funcion renal
4.1.1. Creatinina plasmatica y aclaramiento de creatinina

Los valores normales de CrP en ratas de laboratorio estan entre 0,4 y 1,5 mg/dl segin
el método de andlisis empleado (17). Segun Gofii et al., este valor se encuentra entre 0,32 y

0,71mg/dl para ratas entre 5 — 8 semanas (18).

Tras realizar el andlisis de cada valor por separado, observamos que todos los valores
de CrP se encontraban dentro de los rangos de normalidad, sin embargo, se encontraron
diferencias al analizar su evolucion en el tiempo (Basal, M2 y M3), dentro de los grupos y

entre los mismos.

Se observd que el valor de CrP en los grupos donde se aplicd un dafio mixto,
isquémico y toxico (CP/I/1, CP/C/l'y CP/l), aumentd de manera significativa en los tres meses
siguientes respecto a su valor basal y también respecto al grupo control. En el grupo que solo

sufrio dafio de tipo isquémico (C/I/1), la CrP aumenté ligeramente pero su valor no alcanzo
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una diferencia significativa hasta el tercer mes de evolucion, y no se encontraron diferencias

significativas frente al grupo control (Fig. 3).

Creatinina Plasmatica

1.0- " **
I . - mm SHAM
0.8 w | I " mm CP/l/I
— #
= CP/CII
2 0.6+ :
g | mm CP/
o 0.4 E L2 cii
S
0.2-
0.0-
v?,?y ¢ N
Q .
tiempo

Figura 3. Valores de CrP expresados en mg/dl en los tres momentos del experimento. Significaciones estadisticas: (**) de
los grupos frente al tiempo BASAL con un p valor <0,01; (*) de los grupos frente al tiempo BASAL con un p valor <0,05; (##)
de los grupos frente al grupo SHAM con un p valor <0,01; (#) de los grupos frente al grupo SHAM con un p valor <0,05. C:
control, CP: Cisplatino, CrP: Creatinina plasmdtica, I: Isquemia, M2: Segundo mes, M3: tercer mes, SHAM: grupo control.

Considerando que la creatinina es un metabolito que se filtra casi en su totalidad por
el rifién (19), observamos que su concentracion aumento significativamente en los grupos de
DRA. A pesar de que los valores se encuentran en sus limites teéricamente normales, se
observa una alteracion en la filtracion glomerular que condiciona el incremento de creatinina
en los grupos que experimentaron DRA frente al grupo control. Ante una reduccion de la
filtracion en torno al 20% del valor basal para el grupo control, los grupos con dafio
isquémico y toxico tuvieron un descenso de la filtracidn por encima del 50%, lo cual explica
que, aungue los valores no sobrepasen los rangos de normalidad, los aumentos han sido
significativos (incremento de CrP en M2 y M3 frente al valor basal respectivamente,
CP/1/1:1108,5% y 119,7%; CP/C/I: 114,6% y 91,3%; CP/I: 77,3% y 58,7%). Para el grupo con
dafo isquémico esta reduccion de la filtracién no super6 el 50% (incremento de CrP en M2

y M3 frente al valor basal respectivamente C/I/1: 37% y 40,2%).

En cuanto al aclaramiento, se observan diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos que experimentan un dafio mixto (isquémico y tdxico) con respecto al grupo

control (Fig.4). Existe un disminucion estadisticamente significativa del CrCl de los grupos
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con dafio mixto, siendo el grupo CP/C/I el que ha sufrido un mayor descenso (-52,92%)
sequido del grupo CP/I (-42,98%) y el grupo CP/I/1 (-39,85%). En cuanto al grupo que solo
ha recibido dafio de tipo isquémico (C/I/), se observa una disminucion del aclaramiento (-

18,50%) pero no es significativa con respecto a SHAM frente a los grupos anteriores.

Ante los resultados expuestos, podemos decir que la funcion renal se ha visto afectada
en el tiempo, ya que se observa que hay una disminucion del aclaramiento de creatinina con
un acumulo de dichas sustancias en sangre, en especial en los grupos que han recibido un
dafo toxico con cisplatino. Los animales que han experimentado dos DRA isquémicos son
los que experimentan un menor descenso del aclaramiento, observando asi que el CP es un
agente que interfiere sobre la funcion renal en mayor medida que la propia isquemia

infringida sobre los distintos grupos experimentales.

Figura 4. Aclaramiento de
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El cisplatino, tiene una alta afinidad por el tejido renal, lo cual explica gran parte de
sus efectos nefrotdxicos. Esto se debe a que el cisplatino se une de manera covalente a las
proteinas de las células del epitelio tubular, favoreciendo asi la toxicidad por un periodo de
tiempo prolongado (20) con respecto a la propia isquemia controlada en el ensayo
experimental. Sin embargo, el CP no solo induce lesion y muerte de las células tubulares,
sino que ademas tiene efectos sobre los vasos renales lo cual, por aumento de las resistencias
vasculares, provoca una disminucion de la perfusién local, de la TFG y favorece asi el dafio

isquémico (21,22). Es por esta razon que los grupos que reciben dosis de CP potencian y
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mantienen en el tiempo el dafio isquémico, afectando la depuracién renal de creatinina y

aumentando asi sus concentraciones en el plasma
4.2. Estudio histologico
Tincién Hematoxilina-eosina

Para las iméagenes tefiidas con H/E se describieron los cambios histopatologicos
observados en el area cortical en el tercer mes. Los cambios se agrupan en cuatro regiones,
siendo los cambios glomerulares y tubulares los més importantes, seguidos de los cambios

en el intersticio y en los vasos sanguineos.

La corteza renal tiene un aspecto granular, debido a la presencia de los glomérulos
renales rodeados a su vez por los tubulos contorneados proximales tefiidos con eosina. En
cuanto al epitelio tubular, es de tipo cubito simple con presencia de microvellosidades, lo
cual permite aumentar la superficie de intercambio a este nivel, haciendo que la luz tubular
sea muy estrecha e incluso imperceptible al microscopio. Esta disposicién de la corteza es
observable en el grupo SHAM (Fig. 5A), y los cambios apreciables a nivel celular responden

a procesos celulares y fisioldgicos no atribuibles a ningun tipo de dafio.

Tras un DRA, los tubulos renales son los mas afectados, en concreto los tdbulos
contorneados proximales ubicados en la corteza. Los cambios observados en los tdbulos
fueron: atrofia de las células que forman el epitelio y dilatacién de las luz tubular, asi como
infiltrado inflamatorio peritubular, todo ello acompafiado de una tincién basoéfila del epitelio

celular. En la luz tubular se observaron cilindros urinarios (CAST) hialinos y celulares.

Todos estos cambios contrastan con la presencia de tubulos adyacentes intactos o que
estan comenzando a sufrir cambios, entre ellos el cambio de tincion eosinofilo a basofilo.
Algunos tabulos experimentaron tantos cambios que perdieron su proporcion en el tejido,

dejando una luz tubular muy dilatada que daba el aspecto de espacios huecos en la imagen.

Los cambios glomerulares observados también variaron entre las distintas regiones

e imagenes obtenidas. En cuanto al tamafio de los glomérulos, este no se tomd en cuenta ya

que el tamafio variaba segun la zona de estudio y el nivel del corte histoldgico. EI cambio

mas destacable en cuanto al glomérulo fue el aumento del grosor de la membrana basal de la
capsula respecto al grupo control.
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A los cambios tubulares y glomerulares, se afiaden los cambios en el intersticio
debido al proceso inflamatorio. En los grupos de dafio, el intersticio aumentd su area que
antes era escasa y se observaron grandes conglomerados de células inflamatorias
mononucleares distribuidas de manera difusa en el intersticio y sobre todo préximos a los
vasos sanguineos y tubulos proximales. Con la tincion de H/E no es posible identificar el
colageno, sin embargo, se observé que la matriz extracelular estaba ocupada por una red que

podria sugerir el depdsito de tejido fibroso en las zonas afectadas.

En los grupos que recibieron un dafio de tipo mixto se observé una mayor dilatacion
de los tabulos respecto al grupo con dafio isquémico (C/I/1). En ellos, la dilatacion de los
tibulos era més evidente hacia la zona cortico medular y medular, mientras que, en la zona
cortical, la infiltracion celular era mas predominante. Este patron de dafio tubular se debe a
que el DRA de tipo toxico produce una lesion con necrosis franca de los tubulos, donde el

epitelio sufre cambios y desprendimiento de células hacia la luz (23,24).

En el grupo CP/I/1 (Fig.5B) se observaron los cambios producidos por el dafio toxico
e isquémico con mayor claridad e intensidad. Los tGbulos dilatados estuvieron en mayor
proporcién respecto a los grupos CP/C/I'y CP/I (Fig. 5C y 5D). La membrana basal epitelial

se veia mas engrosada y con mayor infiltrado peritubular.

A nivel celular, se observaron cambios reversibles e irreversibles. Los cambios
reversibles son la tumefaccion turbia (aumento del volumen donde el citoplasma se visualiza
con aspecto turbio) y la vacuolizacidn progresiva de la célula (desde degeneracion vacuolar
a degeneracion vesicular). Los cambios irreversibles responden a los procesos de apoptosis
y necrosis, donde el aspecto circular del nlcleo va cambiando progresivamente hasta

finalmente fragmentar la célula hacia la luz tubular.

Todos estos cambios estructurales fueron mas evidentes en los rifiones izquierdos
frente a los derechos cuando el dafio isquémico solo afectaba a un rifidn, mientras que fueron

similares cuando el dafio isquémico era bilateral.
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4.3. Estudio del grado de fibrosis

Todos los grupos a los que se aplico un DRA experimentaron cambios frente al grupo
control con resultados estadisticamente significativos (p valor < 0,01) tanto para las imagenes

de rifion derecho como del izquierdo.

En cuanto a la progresion en el tiempo, los grupos CP/I/l y CP/l presentaron
diferencias significativas entre M2 y M3, donde el ARC total, tuvo un incremento por encima
del cien por ciento en ambos grupos tanto para el rifién derecho como el izquierdo siendo el
incremento mas acusado en el segundo grupo (Incremento total en CP/I/I: 169,24% derecho
y 100,272% izquierdo. CP/I: 225,49% derecho y 182% izquierdo).

El grupo CP/C/1 a pesar de no arrojar cambios significativos en el tiempo, fue el que
mayor cantidad de colageno total por um? mostré en el segundo mes frente al resto de grupos
(Fig. 7A), con un area media de colageno de 12737,3 um? para el rifion derecho y de 16085,9
um? para el rifidon izquierdo, frente al grupo SHAM cuya area media fue de 2111,7um? para
el rindn derecho y 1253,58um? para el rifidon izquierdo destacando, asi como el grupo con
mayor cantidad de fibrosis. En el tercer mes, los grupos con DRA fueron igualando las area

medias entre si.

En cuanto a la distribucion por regién: cortical, medular externa y medular interna
(Fig. 7B, 7C y 7D), se mantuvieron las diferencias altamente significativas entre M2 y M3
en la corteza para los grupos CP/I/1 y CP/I, y estadisticamente significativas para los grupos

C/1/1 en ambos rifiones y CP/C/I en el rifion izquierdo.

Para la medula externa (Fig.7C), se mantuvieron diferencias altamente significativas
en el grupo CP/I y estadisticamente significativas en el grupo CP/C/I del lado al que se le
aplico el dafio isquémico (izquierdo) asi como para la medula interna (Fig. 7D). En el caso
del grupo de triple dafio (CP/I/1) la diferencia fue significativa solo en el rifion derecho para

ambas regiones que aumento con diferencia su area de colageno respecto al segundo mes.

Hay que destacar que a pesar de no haber diferencias significativas en el grupo CP/C/I
en el tiempo, este fue el que presentd mayor grado de fibrosis respecto al grupo SHAM a los
dos meses (ARC en SHAM: 3443um? -derecho- y 2560um? -izquierdo vs. ARC en CP/C/I:

12576um? -derecho- y 14660um? — izquierdo-). En los grupos donde el dafio isquémico
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solo afect6 al rifion izquierdo, se observa mayor fibrosis frente al lado derecho, mientras que
a los que se les aplico dafio isquémico en ambos rifiones, el grado de fibrosis fue méas
equilibrado en ambos lados.

Rifién Derecho
las G0 AN

Figura 6. Estudio de la fibrosis en el tejido renal con la tincién Rojo sirio. Cortes histolégicos (200x) del drea cortical
representativas de cada grupo experimental en el punto final del experimento (M3), con una escala de 50um.
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Figura 7. Cuantificacion total (A) y por regiones (corteza B, medular externa C, medular interna D) del grado de fibrosis
en los rifiones derecho e izquierdo analizado con la tincion de Rojo Sirio. Significaciones estadisticas:(**) de los grupos
frente al tiempo BASAL con un p valor <0,01;(*) de los grupos frente al tiempo BASAL con un p valor <0,05. El corchete
indica que la significacién afecta a ambos lados del mismo grupo (derecho e izquierdo). ARC: Area Relativa de Coldgeno,
C: control, CP: Cisplatino, der: rifién derecho I: Isquemia, izq: rifién izquierdo, M2: Segundo mes, M3: tercer mes, SHAM:
grupo control.

CONCLUSIONES

El andlisis de la funcion renal determinado como aclaramiento de creatinina muestra
que tras 90 dias de exposicion a distintos tipos de DRA existe un ligero descenso en los
procesos de filtracion glomerular que no permiten establecer un diagndéstico claro de ERC de
modo que seria necesario prolongar el estudio y seguir la evolucién de la funcién renal en un

periodo de tiempo mayor.

Los hallazgos histologicos demuestran que a nivel estructural se estan produciendo
cambios en el tejido renal que progresan de forma acelerada pero que en la clinica pasan de
forma inadvertida. Se podrian incorporar otras tinciones histologicas especificas para
determinar otro tipo de dafios en la estructura tubular, como puede ser la Técnica de Schiff

para el estudio del borde en cepillo que resulta bastante afectado.
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La determinacidon del grado de fibrosis aporta datos que nos permite confirmar que el
dafio agudo sobre el tejido renal ha ido evolucionando hacia la cronicidad con el depdsito de
tejido fibroso intersticial acompafiado de un descenso leve del aclaramiento de creatinina,

medida que claramente es insuficiente para evaluar la funcion real.

Estos hallazgos demuestran que, dentro de la clinica se necesita disponer de nuevos
marcadores de funcion renal que permitan evaluar la evolucion del dafio en estadios mas
tempranos y cuando las medidas de funcion habituales (creatinina plasmatica, aclaramiento

renal) se encuentran adn dentro de la normalidad.
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