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La hipertension arterial (HTA) es una enfermedad compleja (Marx, 1976) causada por la
combinacion de factores genéticos y ambientales, muy relacionados con el estilo de vida, que en
su gran mayoria no han sido identificados (Liu y cols., 2016; Won y cols., 2011). La HTA seguln
la OMS tiene una prevalencia del 40 % en mayores de 25 afios. Por otro lado, el dolor es una fuerte
limitacion de la calidad de vida y de la capacidad de trabajo y, en muchas circunstancias, el
tratamiento de la HTA coexiste con tratamientos agudos o crénicos para el dolor (artritis, trauma,
cirugia). Los tratamientos mas utilizados en el mundo para el control de la HTA son los diuréticos,
los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECAS) y los antagonistas de los
receptores de angiotensina Il (ARAII), los cuales suelen coincidir con los antinflamatorios no
esteroideos (AINEs), muy usados para el tratamiento del dolor. Ademas, la mayoria de los
pacientes requieren mas de un medicamento para controlar la HTA. Esto lleva a introducir en la
pauta médica un segundo o tercer medicamento de un grupo farmacologico diferente a dosis bajas
ya que puede mejorar significativamente la presion arterial (PA) y reducir los efectos adversos, en

comparacion con el aumento de la dosis de un solo medicamento (Mancia y cols., 2007, 2013).

Por lo tanto, es frecuente observar terapias antihipertensivas dobles o triples, con
tratamiento analgésico crénico o agudo al mismo tiempo. Pero el uso y eficacia de estas
combinaciones estan significativamente afectados por su efecto secundario principal, la
nefrotoxicidad, que causa un sindrome grave, el dafio renal agudo (DRA), debido a que inhibe al
mismo tiempo varios de los mecanismos de regulacion de los que dispone el organismo para
mantener la filtracion glomerular. El riesgo de DRA prerrenal asociado al uso de IECAs, ARAII,
diuréticos y AINEs aumenta (hasta el 30 %) cuando dos o mas de estos farmacos se utilizan
simultaneamente. Desafortunadamente, el DRA ocurre en una fraccién significativa de pacientes

tratados con estos farmacos (hasta el 22 %), (Lapi y cols., 2013; Prieto-Garcia y cols., 2016).

El DRA es un sindrome de gran transcendencia socioecondmica y clinica. Se caracteriza
por una pérdida de la funcion renal, de forma que la sangre no puede depurarse correctamente de
los productos de desecho y metabolitos toxicos, que se acumulan en la sangre y causan graves

alteraciones en muchos 6rganos y tejidos hasta causar la muerte del paciente, si no se toman las



medidas adecuadas (Mehta y cols, 2007). La alteracion central en el DRA es la disminucién de la
tasa de filtracion glomerular (TFG), que produce una elevada morbimortalidad aguda, y con
consecuencias deletéreas para la salud y la supervivencia a medio y largo plazo, que ocasionan un
gasto economico directo importante para los sistemas de salud (Chertow y cols., 2005). En su
conjunto, el DRA supone el 1 % del gasto sanitario total (Bates y cols., 2001), y si se diagnostica
tarde y tiene como tratamiento la dialisis, los costes son més elevados (Schiffl y Lang, 2012). En
algunas poblaciones, como los enfermos en estado critico o en unidades de cuidados intensivos, el
DRA es un sindrome gravisimo, que produce la muerte en el 50-80 % de los casos (Block y
Schoolwerth, 2006; Kellum y Hoste, 2008; Schiffl y Lang, 2012; Waikar y cols., 2008). Su
incidencia aumenta a una tasa del 10 % anual (Siew y Himmelfarb, 2013). En la mayoria de los
pacientes al retirar a tiempo la causa que lo produce, el dafio renal se revierte y la funcion renal se
normaliza (Schiffl, 2006). En algunos casos es necesario utilizar la dialisis para lograr la
recuperacion de los rifiones, pero en otros pacientes la funcion renal queda alterada de forma
cronica o puede evolucionar hacia una enfermedad renal cronica (ERC), progresiva o irreversible,
la cual se asocia con mayor morbimortalidad cardiovascular y con elevado coste socioeconémico
(Lopez-Novoa y cols., 2010; Schiffl, 2006).

Por lo tanto, el problema que surge como consecuencia de la combinacion de estas terapias
es la incapacidad de determinar el efecto terapéutico, y la susceptibilidad individual a los efectos
secundarios en cada paciente, antes del tratamiento. Por lo cual, es necesario conocer previamente
el riesgo de sufrir un DRA al cual se exponen los pacientes que usaran diferentes dosis de IECAs,

ARAII, AINEs y diuréticos para poder ajustar las terapias de forma progresiva y personalizada.

1. El sistema renal

El sistema urinario esta formado por los rifiones, los uréteres, la vejiga y la uretra. El rifion
es un Organo par que se encuentra detras del peritoneo, a cada lado de la columna vertebral. Esta
altamente especializado para regular el volumen y la composicion quimica de los fluidos
corporales a través del intercambio entre el interior y el exterior del cuerpo, cooperando para
mantener constante su composicién interna. Al llevar a cabo esta funcion, excretan la mayoria de

los productos de desecho solubles en la orina. La orina formada por el rifion drena en la pelvis
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renal, y continGa su recorrido por los uréteres que unen al rifién con la vejiga. En la vejiga la orina
es almacenada y posteriormente excretada por la compresion de su musculatura, saliendo a través
de la uretra, la ultima porcion del tracto urinario (Cavagna, 2019; Chalmers, 2019; Field y cols.,
2010c).

1.1 El rifién

Cada rifion pesa entre 115y 170 gramos, posee unas dimensiones de 11 cm de largo, 6 cm
de ancho y 3 cm de grosor. El lado medial de cada rifion contiene una muesca a través de la cual
pasa la arteria y la vena renal, los nervios y la pelvis. El rifidn posee dos regiones: una region
externa llamada corteza y una region interna llamada médula. La corteza y la médula estan
compuestas por las nefronas (la unidad funcional del rifién), los vasos sanguineos, los vasos
linfaticos y los nervios. La corteza externa esta cubierta por una cépsula fibrosa y todo el rifion
estd rodeado por una almohadilla de grasa que ofrece cierta proteccion contra lesiones. En términos
generales, la corteza contiene los componentes de filtracion y reabsorcidn de las nefronas, y la
médula posee los componentes para la concentracion y dilucion, ademas de los tubulos colectores.
La médula se divide en masas conicas llamadas pirdmides renales. La base de cada piramide se
origina en el borde cortico-medular, y su apice termina en una papila, que yace dentro de un céliz
menor. A su vez los calices menores recolectan la orina de cada papila y de esta forma los célices
menores se expanden en dos o tres bolsas abiertas, formando los célices principales los cuales se
fusionan formando la pelvis renal (Chalmers, 2019; Koeppen y Stanton, 2013).
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Figura 1. Organizacion general del rifidén y el sistema urinario. (Hull, 2016)
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1.2 Las funciones del rindén

El rifidn posee numerosas funciones, que se pueden englobar dentro de los siguientes

grupos: funcién excretora, funcion reguladora y funcion metabdlica.

Excretora: el rifion se encarga de la excrecion de productos metabolicos de desecho, como
sustancias quimicas y numerosos compuestos. Entre los principales productos podemos encontrar:
la urea, la creatinina, el acido Urico, la bilirrubina, y los metabolitos de varias hormonas. Ademas,
por medio del rifion se eliminan las toxinas y sustancias que ingerimos como son los pesticidas,

los farmacos y los productos adictivos usados en los alimentos (Chalmers, 2019; Hall, 2016).

Reguladora: dentro de estas funciones se encuentran la regulacion del equilibrio hidrico y
electrolitico, necesario para el mantenimiento de la homeostasis. Asi que, el rifion es capaz de
controlar los desequilibrios ciclicos transitorios de agua y electrolitos, en las diferentes
circunstancias fisiologicas y fisiopatologicas. Ademas, los rifiones intervienen de manera directa
en la regulacion de la PA a largo plazo al favorecer la excrecion de agua y sodio (Na*), y a corto
plazo al liberar sustancias vasoactivas por medio de la regulacion hormonal (Chalmers, 2019; Hall,
2016; Murray y Paolini, 2020). Los rifiones contribuyen a la regulacion del equilibrio acido-base,
eliminando sustancias como el acido sulfurico, el &cido fosforico, ademas de intervenir en la
liberacion de sustancias amortiguadoras en el liquido corporal, jugando un papel importante en la

homeostasis del organismo al regular el pH del plasma (Field y cols., 2010a).

Metabdlica: la hipoxia estimula la secrecion de eritropoyetina por el rifién, la cual es capaz
de estimular la produccion de eritrocitos en la médula 6sea. El rifién es el érgano que mas influye
en la cantidad de eritropoyetina que se secreta a la circulacion. De igual manera, el rifidn se encarga
de activar la vitamina D (1,25-dihidroxivitamina D3) (calcitriol), influyendo de este modo en la
regulacion del calcio (Ca?"). Ademas, sintetiza glucosa a partir de aminoacidos y otros metabolitos
durante el ayuno prolongado (Chalmers, 2019; Hall, 2016).



1.3 Estructura de la nefrona

La nefrona es la unidad funcional de los rifiones. Cada rifion humano contiene
aproximadamente 1,2 millones de nefronas, que son tubos huecos formados por una sola capa
celular. La estructura Unica de la nefrona esté relacionada principalmente con funciones complejas
y contiene cinco componentes para llevarlas a cabo: un corpusculo renal, un tubulo proximal, un
asa de Henle, un tdbulo distal y un sistema de conductos colectores. A su vez, el corpusculo renal
estd formado por una red de capilares glomerulares y la capsula de Bowman. El tabulo proximal
forma inicialmente varias circunvalaciones, seguido de una pieza recta que desciende hacia la
médula. El siguiente segmento es el asa de Henle, que se conecta con la parte recta del tdbulo
proximal y posee una extremidad delgada descendente que termina en una curva cerrada,
continuando con una extremidad ascendente con dos porciones diferenciadas, una delgada y otra
gruesa. Cerca del final de la rama gruesa ascendente del asa de Henle, la nefrona pasa entre la
arteriola aferente y eferente de la misma nefrona. Este segmento corto de la rama gruesa ascendente
que toca el glomérulo se llama mécula densa. Continuamente al asa de Henle encontramos el
tubulo distal, que recorre una corta distancia mas alla de la macula densa y se extiende hasta la
corteza donde dos 0 méas nefronas se unen para formar el tibulo colector cortical. Este tubulo
colector cortical ingresa a la médula y se convierte en el tabulo colector medular externo y luego

en el tdbulo colector medular interno (Cavagna, 2019; Chalmers, 2019; Koeppen y Stanton, 2013).

1.3.1 El glomérulo

El glomérulo es la estructura histologica del rifion encargada de la filtracion, que se
encuentra en la corteza renal. Esta formado por una red de capilares procedentes de la arteriola
aferente, que acaba uniéndose con la arteriola eferente y la capsula de Bowman. EIl proceso de
filtracion se realiza por medio del endotelio capilar glomerular fenestrado, la membrana basal
glomerular y los procesos del pie de los podocitos (Koeppen y Stanton, 2013; Murray y Paolini,
2020; White, 2012).

Cépsula de Bowman: esta formado por dos capas, la capa visceral y la parietal. La capa

visceral es interna y rodea completamente los capilares glomerulares y se compone de células
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epiteliales estrelladas especializadas denominadas podocitos. Por otra parte, la capa externa o
parietal de la capsula de Bowman es una capa unica de epitelio escamoso simple. Estas dos capas
forman entre ellas el Espacio de Bowman, en el cual se filtra la orina (Chalmers, 2019; Koeppen
y Stanton, 2013; White, 2012).

La membrana basal glomerular: posee un grosor de 240 a 270 nm, esta fusionada con las
células endoteliales y los podocitos, y ofrece apoyo a los capilares glomerulares. Su composicion
principal es el colageno tipo IV, pero contiene otras proteinas como laminina, heparén sulfato,
glucoproteinas y los proteoglicanos agrina y perlecan (Lemos y cols., 2016; Scott y Quaggin,
2015). Posee una estructura en forma de malla y por medio de las cargas negativas forman un
tamiz molecular o barrera, evitando que las proteinas como la albimina y la globulina

(anticuerpos) salgan de la circulacion (White, 2012).
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Figura 2. Parte de la nefrona y la circulacion sanguinea. (Hall, 2016)



Los podocitos sirven como soporte de los capilares glomerulares y son parte de la barrera
de filtracion glomerular. Son células grandes con nucleos eucromaticos y forman la capa visceral
de la capsula de Bowman con exposicion al espacio urinario. Por altimo, estan las células
mesangiales encargadas del soporte de los capilares glomerulares. Las células intraglomerulares
sostienen fisicamente los capilares glomerulares y ocupan los espacios intercelulares debajo de la
membrana basal. Asi mismo, tanto las células mesangiales como su matriz extracelular secretada,
se denominan colectivamente mesangio. Estas células mesangiales también tienen funcion

contréctil y fagocitica (Murray y Paolini, 2020; White, 2012).

1.3.2 El aparato tubular

Los tabulos proximales representan gran parte de la masa renal y poseen una tasa
metabolica alta dentro de las células que componen el rifién. Su principal funcion es la reabsorcion,
debido a su alta permeabilidad al agua, reabsorbiendo aproximadamente el 65% del Na* contenido
en el filtrado glomerular (FG), (Chalmers, 2019; Field y cols., 2010b; Ogobuiro y Tuma, 2020). A
continuacion, encontramos el asa de Henle donde ocurre principalmente la concentracion y
dilucién de la orina. Las células de la porcion descendente del asa de Henle actian como equilibrio
pasivo en el proceso de contracorriente y el segmento grueso ascendente es responsable de la
concentracion final de la orina (Chalmers, 2019; Field y cols., 2010b). Después tenemos el tubulo
distal que posee un transporte de Na* activo primario en la membrana basolateral y un transporte
activo secundario de Na*-Cl" en la membrana apical, que acttan por la accién de la aldosterona en
la porcién distal del tabulo y se caracteriza por su poca permeabilidad al agua. (Field y cols.,
2010b; Ogobuiro y Tuma, 2020). Justo después del tubulo distal continua el tubulo colector, donde
ocurre la etapa final de la reabsorcion. En esta porcion encontramos diferentes formas de
transportes que incluyen: el transporte activo primario de Na* en la membrana basolateral, el
transporte activo secundario en la membrana apical a través de los canales Na*-Cl" regulados por
la aldosterona, el trasporte pasivo de Ca®" a través de canales modulados por la hormona
paratiroidea en la membrana apical, asi como el transporte activo primario y secundario en la

membrana basolateral. (Field y cols., 2010b; Ogobuiro y Tuma, 2020; Roy y cols., 2015).
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1.3.4 El aparato yuxtaglomerular
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Figura 3. Aparato yuxtaglomerular (Hall, 2016)

El aparato yuxtaglomerular es un componente importante de la nefrona ubicado en la
entrada de los capilares glomerulares, que participa en el mecanismo de retroalimentacion
tubuloglomerular (RTG), modificando el FG, a través del mecanismo de retroalimentacion de la
arteriola aferente y de la arteriola eferente. Esta formado por las células de la mécula densa, las
células yuxtaglomerulares y las células del lacis. (Friis y cols., 2013; Hall, 2016; Koeppen y
Stanton, 2013; Murray y Paolini, 2020; Scott y Quaggin, 2015). Las funciones y sus implicaciones

sobre la hemodinadmica renal seran explicadas mas adelante.

1.4 Procesos del riidn

1.4.1 Filtracion glomerular

La filtracion glomerular es el primer proceso para la produccion de la orina. Se realiza
mediante el paso de gran cantidad de liquido especificamente por los glomérulos mediante un
proceso pasivo, en el que la presion hidrostatica empuja el fluido y el soluto a través de una

membrana. El proceso de filtracion puede verse afectado por el incremento o la disminucion del
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flujo sanguineo, el cual es regulado por el mecanismo miogénico y la RGT que compensan estos
cambios. La membrana que realiza la filtracion tiene tres capas: el endotelio fenestrado de los
capilares glomerulares que permiten el paso de los componentes sanguineos, excepto las células;
la membrana basal, una barrera fisica con carga negativa que evita que las proteinas penetren; y el
proceso del pie de los podocitos de la capsula glomerular que crea una filtracion mas selectiva. Por
otra parte, el FG esta compuesto por concentraciones de sales, y moléculas organicas que son
similares a las encontradas en el plasma. En cambio, la cantidad de proteinas, elementos celulares
y de eritrocitos son casi inexistentes, asi mismo, el Ca?* y los acidos grasos no suelen filtrarse al
estar unidos a proteinas plasmaticas (Bhaskar y Oommen, 2018; Chalmers, 2019; Field y cols.,
2010b; Hall, 2016; Ogobuiro y Tuma, 2020; Scott y Quaggin, 2015).

Sin embargo, llamamos FG al volumen de fluido filtrado en un minuto, el cual depende del
equilibrio entre las fuerzas que acttan en el glomérulo, y el coeficiente de ultrafiltracion capilar
(Kr), que depende del area de superficie total disponible para la filtracion en los capilares,
multiplicado por la permeabilidad de la membrana de filtracion. En un adulto el FG normal esta
entre 120 y 125 mL/min o 180 L/dia. La fraccion del flujo plasmético que se filtra es
aproximadamente 0,2, lo cual quiere decir que se filtra el 20 % del plasma que pasa por los rifiones
(Hall, 2016).

Igualmente existen diferentes presiones que favorecen o se oponen al proceso de filtracion
glomerular. Dentro de las fuerzas que favorecen el proceso de filtracién glomerular encontramos:
la presién hidrostatica dentro los capilares glomerulares (presion hidrostatica glomerular, Pg) que
es la principal fuerza de filtracion con un valor de 60 mmHg; ademas de la presion coloidosmotica
de las proteinas de la capsula de Bowman (ng) cuyo valor aproximado es 0 mmHg. Por su parte,
las fuerzas que se oponen a la filtracion glomerular son: la presién hidrostatica de la capsula de
Bowman (Pg) fuera de los capilares y la presion coloidosmética de las proteinas plasmaticas en el
capilar glomerular (ng) (Chalmers, 2019; Field y cols., 2010b; Hall, 2016; Ogobuiro y Tuma,
2020).

Por lo tanto, los determinantes de la filtracion glomerular son la suma de las fuerzas
hidrostaticas y coloidosmoticas que dan lugar a la presion de filtracion neta y al coeficiente de

filtracion glomerular, que se expresa en la siguiente formula:
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Filtracion Glomerular (FG) = Ks X (PG - PB - nig + )
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Figura 4. Fuerzas que intervienen en la filtracién glomerular (Hall, 2016)

Los cambios en la presion hidrostatica glomerular son los més importantes, puesto que
inciden directamente en la regulacion fisioldgica del FG. La presion hidrostatica depende
directamente de tres variables: de la PA, de la resistencia arteriolar aferente y de la resistencia
arteriorlar eferente (esto dos tltimos componentes conforman el mecanismo especial de RTG). La
PA regula el FG, pues cuando se eleva la PA, también aumenta la presion hidrostética glomerular
favoreciendo el aumento del FG. Sin embargo, frente a las fluctuaciones de la PA, la
auotrregulacion renal (por medio de la RTG) mantiene la presion glomerular relativamente
constante permitiendo regular el flujo renal y el FG en paralelo, impidiendo grandes cambios o
alteraciones bruscas en estos (Hall, 2016).
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1.4.2 Reabsorcion

La reabsorcidn es un proceso que implica el movimiento de agua y sustancias desde el
liquido tubular filtrado hacia el torrente sanguineo. Es un proceso selectivo regulado, donde
intervienen mecanismos de transporte activo y pasivo. Cualquier sustancia no reabsorbida pasara
en la orina hacia la vejiga y sera excretada del cuerpo. Los principales sitios de reabsorcion son el
tubulo proximal y el distal (Hall, 2016; Ogobuiro y Tuma, 2020). Cada segmento tubular posee
diferentes propiedades reabsorbentes. Las células del tabulo proximal tienen la mayor capacidad
de reabsorcién. En circunstancias normales se reabsorbe toda la glucosa y los aminoacidos, asi
como el 65 % de Na" y agua. Los iones de Na* son reabsorbidos mediante transporte activo
primario a través de una bomba de Na™-K" basolateral y en esta porcion se lleva a cabo la
reabsorcion de urea por difusion pasiva. Los productos filtrados no reabsorbidos en el tabulo
proximal pasan al asa de Henle, en su porcion descendente reabsorbe el agua por dsmosis. Este
proceso es posible debido a la abundancia de acuaporinas. Despues, en la porcion delgada
ascendente, el Na" se mueve pasivamente por su gradiente de concentracién. Igualmente, el Na*,
el K"y el CI se reabsorben juntos a través de un simportador en el segmento grueso ascendente y
en menor cantidad iones de Ca?*, bicarbonato y Mg?*. A continuacion, encontramos el tibulo distal
que mediante un transporte de Na* activo primario y secundario, lleva a cabo funciones parecidas
a la porcion ascendente del asa de Henle, reabsorbiendo: K*, Na*, Ca?*, CI', pero no urea ni agua;
lo que le constituye como la porcién diluyente. Finalmente, el tabulo colector es la Ultima seccidn
donde ocurre la reabsorcion, el cual posee caracteristicas similares a la primera porcion del tubulo
distal. En su porcién medular lleva a cabo funciones tales como: reducir el volumen de orina,
concentrar los solutos mediante la accién de la hormona antidiurética (ADH), y favorecer la
reabsorcidn de urea; para finalmente producir una orina mas concentrada (Chalmers, 2019; Hall,
2016; Ogobuiro y Tuma, 2020).

1.4.3 Secrecion

La secrecion es el proceso opuesto a la reabsorcion y ocurre tanto en los tdbulos proximales

como en los distales. Este proceso involucra el movimiento de sustancias desde la sangre que fluye
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a traves de los capilares peritubulares hacia el liquido tubular. Las sustancias se secretan a través
de las células de la pared del tabulo, y dentro de este grupo de sustancias encontramos: los
medicamentos, los metabolitos que se unen a proteinas plasmaticas, amoniaco, &cidos organicos y
bésicos, y otras sustancias que fueron reabsorbidas pasivamente como la urea y el cido drico.
Tambien se secreta un 20 % de creatinina, que se afiade a la filtrada libremente en el glomérulo.
Por medio de la secrecion tubular, se elimina el exceso de K* a través de la regulacion de la
hormona aldosterona en el tabulo distal y el tabulo colector. También se eliminan iones de
hidrégeno cuando el pH de la sangre cae por debajo del rango normal. Posteriormente, cuando el
pH de la sangre aumenta, se produce la reabsorcion de Cl a medida que se excreta el bicarbonato.
Finalmente, las sustancias secretadas se eliminan en la orina (Chalmers, 2019; Ogobuiro y Tuma,
2020; Suchy-Dicey y cols., 2016).

2. Hemodinamica renal

La TFG debe mantenerse constante para que el rifién realice sus funciones de forma
adecuada y por ello la hemodinamica renal es un elemento importante, fundamentalmente en la
filtracion. Los mecanimos de regulacion sistémica de la PA los cuales actlian sobre la resistencia
vascular periférica y la volemia, condicionan la hemodindmica renal. Las obscilaciones que sufre
la PA son reguladas de forma que no afectan la TFG y esta se mantiene constante a pesar de los
distintos estimulos y circunstancias. De esta forma el rifion tiene diferentes mecanismos que le
permiten mantener la TFG constantes a pesar de las variaciones de la PA: el aparato
yuxtaglomerular, el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), el mecanismo miogénico, y

el mecanismo de RTG.

2.1 Funcidn del aparato yuxtaglomerular

Los diferentes componentes del aparato yuxtaglomerular intervienen en la regulacion de la
red hemodindmica tanto sistémica como renal, ya que participan en la RTG y en la autorregulacion

del FG. Dentro de estos componentes se encuentra la macula densa, un grupo especializado de
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células epiteliales ubicadas en el tubulo distal, muy relacionadas con las arteriolas aferentes y
eferentes (Hall, 2016; Murray y Paolini, 2020), que parecen interactuar con la adenosina, el 6xido
nitrico (ON) y las prostaglandinas (PGs), y son objeto de estudio como posibles mediadores en las
sefiales producidas entre los diferentes componentes del aparato yuxtaglomerular (Cangiotti y
cols., 2018; Friis y cols., 2013). La macula densa es capaz de detectar los cambios en la
concentracion de Na* que llega al tdbulo distal. Se cree que una reduccion del FG disminuye el
flujo que llega a la porcién ascendente del asa de Henle, y favorece la reabsorcion de Na* y CI-,
produciendo una disminucion del cloruro de Na* (NaCl) que llega a la macula densa, provocando
los siguientes efectos: una reduccion de la resistencia al flujo sanguineo en las arteriolas aferentes,
que se transforma en un aumento de la presion hidrostatica glomerular normalizando el FG; y
estimula la liberacion de renina en las células yuxtaglomerulares de las arteriolas aferentes
ayudando a controlar el FG, favoreciendo la regulacion de la PA 'y el volumen de sangre que llega
al glomérulo (Hall, 2016).

Por otro lado, las células yuxtaglomerulares, también conocidas como células granulares,
estan formadas por un tejido muscular especializado cerca de la pared de la arteriola aferente. Estas
células no solo se encargan de la secrecion de renina por el estimulo que llega de la mécula densa,
sino que también la producen y la almacenan. El otro componente son las células de Lacis (células
marginales extraglomerulares) con funciones similares a las células yuxtaglomerulares las cuales
mantienen una estrecha relacion con el resto de los componentes del aparato yuxtaglomerular
(Cangiotti y cols., 2018; Hall, 2016; Koeppen y Stanton, 2013; Murray y Paolini, 2020).

2.2 Sistema-Renina-Angiotensina-Aldosterona

El SRAA funciona como un sistema endocrino que juega un papel clave en la fisiologia
cardiovascular y renal. Es uno de los principales sistemas de control de la PA y del equilibrio
hidrico. La principal hormona bioldgicamente activa generada por este sistema es la angiotensina
Il (Angll); la cual se une a los receptores de angiotensina 1y 2 (ATl y AT2) especificos,
desencadenando una amplia gama de acciones bioldgicas que afectan practicamente a todos los
organos del cuerpo, incluidos el cerebro, el corazon, los rifiones, los vasos sanguineos y el sistema

inmunitario. Pero la funcion principal del SRAA es la homeostasis circulatoria, que regula los
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volumenes del liquido corporal, por eso una activacién anormal del SRAA puede contribuir al
desarrollo de HTA, hipertrofia e insuficiencia cardiaca (IC), (Balakumar y Jagadeesh, 2014; Gupta
y cols., 2020; Sparks y cols., 2014).

Otro componente importante es la renina, una aspartil proteasa que cataliza el primer paso
de la activacion del SRAA. Es sintetizada como pre-prorenina, y posteriormente se separa la
porcion pre y se almacena en el aparato de Golgi. La estimulacion aguda produce una liberacién
de renina activa, pero en situaciones cronicas también se libera la prorenina. En el rifidén adulto,
debido a diferentes estimulos como una isquemia crénica, la activacion adrenérgica prolongada o
la eliminacién del Na*, se produce un aumento y redistribucién de las células que expresan renina,
encontrandose células productoras de renina a lo largo de la arteriola aferente, en el intersticio y

dentro del glomérulo (Sparks y cols., 2014).

El dnico sustrato de la renina es el angiotensindgeno, una proteina glicosilada producida y
secretada por los hepatocitos a la circulacion. Sus niveles plasmaticos son estables, con una vida
media de cinco horas y casi siempre hay méas angiotensindgeno que renina circulante. Existen otras
regiones donde se produce el angiotensinégeno como el tejido adiposo, rifion, corazon, glandulas
suprarrenales, cerebro, intestino y endotelio. La renina activa corta especificamente 10
aminoéacidos del extremo N-terminal del angiotensindgeno para formar angiotensina I (Ang 1), un
decapéptido sin actividad bioldgica (Bitker y Burrell, 2019; Gupta y cols., 2020; Mirabito
Colafellay cols., 2019; Sparks y cols., 2014).

Después de este paso, la enzima convertidora de angiotensina (ECA), convierte la Ang |
en Ang Il. La ECA se encuentra anclada a la membrana plasmatica por un dominio transmembranal
carboxiterminal y posee un centro activo formado por una metalopeptidasa de zinc donde
desempefia su actividad catalitica, ademas posee otro dominio carboxilo-terminal (Anguiano y
cols., 2017; Messerli y cols., 2018). La proteina es una ectoenzima transmembrana que se
encuentra principalmente en el endotelio pulmonar, donde se genera la mayor parte de la Angll,
pero también podemos encontrarla en el cerebro, el corazon, el endotelio renal y en los
componentes celulares del sistema inmune. Por otro lado, la accion de la ECA también genera
angiotensina 1-7 (Ang 1-7) a partir de angiotensina 1-9 (Ang 1-9) y a su vez degrada e inactiva la
bradiquinina, la cual posee funcion natriurética y vasodilatadora (Alhenc-Gelas y Corvol, 2011,
Bitker y Burrell, 2019; Gupta y cols., 2020; Sparks y cols., 2014).
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La Angll es el componente vasoactivo principal, un octapéptido esencial del SRAA, con
una vida media de 1-2 minutos en plasma, que rapidamente se degrada en angiotensina Ill, IV o
Ang 1-7 bajo la accion de la enzima 2 convertidora de angiotensina (ECA2). La Angll realiza su
accion en el rifion, cerebro, corteza suprarrenal, y arteriolas al unirse rapidamente a sus receptores
de 7 dominios transmembranales acoplados a proteinas G, la Angll se une en un 99 % al receptor
AT1 (con el cual posee mayor afinidad) y al receptor AT2 en menor medida. El receptor AT1 se
encuentra en las células del musculo liso, en los glomérulos, tabulos proximales, en las glandulas
suprarrenales, el corazon, los linfocitos y granulocitos. Se conoce que este receptor interviene en
la RTG, estimula la reabsorcion tubular de Na* y la contraccion de las células del musculo liso
(favoreciendo la vasoconstriccion), lo que reduce el flujo sanguineo renal e inhibe la secrecion de
renina. La estimulacion del receptor AT1 también favorece la liberacion de la aldosterona por la
granulosa de la glandula suprarrenal y estimula en el hipotdlamo los sensores de la sed. Otras
acciones conocidas son las siguientes: capacidad proinflamatoria a nivel vascular, aumenta la
liberacion de Ca?*, genera radicales de oxigeno, favorece la proliferacion celular y el remodelado
por medio de la activacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), (Bitker y
Burrell, 2019; Castrop, 2015; de Kloet y cols., 2010; Gupta y cols., 2020; Mirabito Colafella y
cols., 2019; Sparks y cols., 2014; J. D. Zhang y cols., 2012).

El receptor de AT2 presenta menor afinidad con la Angll, y se encuentra en el endotelio
vascular, corazén, cerebro, rifiones y glandulas suprarrenales. Las principales acciones del receptor
AT2 antagonizan las del receptor AT1, al inhibir el factor nuclear kappa B (NFkB) lo que limita
la inflamacion renal, ademas inhibe la produccion de prorenina. Asi mismo favorece que los vasos
produzcan ON, reduce la angiogénesis y el dafio vascular (Bitker y Burrell, 2019; Gupta y cols.,
2020; Sparks y cols., 2014).

La aldosterona es otro componente de este sistema, una hormona esteroidea producida a
partir del colesterol en la zona glomerular de la glandula suprarrenal, liberada por la accién de la
Angll sobre el receptor AT1, asi como por el aumento de los niveles de la concentraciéon de Ky
de la hormona adrenocorticotropa (ACTH). La aldosterona interviene en la regulacion de la PA,
la volemia y en la homeostasis de los electrolitos, ya que provoca un aumento en la retencion de
Na* y agua, y favorece la excrecion de K*. El receptor mineralocorticoide de la aldosterona se
localiza en el tubulo distal y en el tabulo colector en la zona cortical del rifidén, lugar donde lleva a

cabo su funcidn. La accion excesiva de la aldosterona en el vaso sanguineo y en el corazén, que se
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produce por una estimulacion mantenida del SRAA en los pacientes hipertensos, se considera
como un factor de riesgo cardiovascular, al producir un aumento de la inflamacion, ademas
favorece la fibrosis, la hipertrofia, el remodelado, y aumenta la rigidez de las arterias. La
aldosterona también puede favorecer la progresion de la enfermedad cardiovascular, desde laHTA
hasta la cardiopatia isquémica (Santese y cols., 2015; Te Riet y cols., 2015; Terker y Ellison,
2015). Al mismo tiempo, el efecto de la Angll sobre la volemia estd mediado por el estimulo que
ejerce sobre el centro de la sed en el hipotalamo, favoreciendo la liberacion de ADH por la hipdfisis
posterior. Sin embargo, la ADH también se libera por un aumento de la osmolaridad plasmatica,
y dentro de sus funciones se encuentra favorecer la reabsorcion de agua, mediante la insercién de
canales de acuaporinas en la membrana apical del tubulo distal y del tabulo colector. En situaciones
de hipovolemia severa la ADH puede aumentar sus niveles hasta cinco veces mas y ejercer un
efecto vasoconstrictor a traves de la estimulacion de los receptores vasculares V2 (Ghosh y Pandit,
2019; Guptay cols., 2020).

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

Figura 5. Resumen del Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona. (Adaptada de Riet y cols., 2015) APA:
Aminopeptidasa A; APN: Aminopeptidasa N; AT1: Receptor angiotensina Il tipo 1; AT2: Receptor
angiotensina Il tipo 2; CYP11B2: Aldosterona sintetasa; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; ECA2:
Enzima 2 convertidora de angiotensina; DRAP: Aminopeptidasa regulada por insulina; MR: Receptor
mineralocorticoide.
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La Angl se sintetiza en un 90 % a nivel local en numerosos tejidos, pero la produccién
local de Angll depende de la produccién hepatica de angiotensindgeno y de la renina que se
produce en el rifion (de Kloet y cols., 2010; Te Riet y cols., 2015). Ademaés, la ECA2 es capaz de
sintetizar Ang 1-9 a partir de Ang |, y después por accién de la ECA producir la Ang (1-7), (via
no clésica). También, a partir de la Angll se puede producir directamente Ang (1-7) por accion de
la ECA2. La Ang (1-7) estimula el receptor AT2, que provoca un blogueo de los receptores
mineralocorticoides, y de esta forma actiia como protector renal y cardiovascular al incrementar el
flujo sanguineo renal, el FG, la nutriuresis, y la diuresis (Bitker y Burrell, 2019; de Kloet y cols.,
2010; Mirabito Colafella y cols., 2019; Pinheiro y cols., 2009; Te Riet y cols., 2015).

2.3 Autorregulacion renal

Como cualquier otro 6rgano, el rifion posee un mecanismo de autorregulacion muy
complejo para asegurar el suministro de oxigeno y nutrientes, asi como para la eliminacion de los
productos de desecho del metabolismo, independientemente de los cambios que se produzcan en
la PA. La autorregulacion influye sobre las fuerzas que determinan el FG, donde a su vez inciden
otros mecanismos que incluye a las hormonas, el sistema nervioso simpatico (SNS), y otros
controles de retroalimentacion (Cavagna, 2019; Hall, 2016; Sawdon, 2019). De este modo los
rifiones autorregulan su flujo sanguineo mediante el ajuste de la resistencia vascular de acuerdo
con los cambios en la PA, para mantener constante la TFG y flujo plasmatico renal
independientemente de la presion de perfusion renal; debido a esto, las modificaciones de la PA
en el rango de 80 mmHg a 180 mmHg no estan acompafiadas de cambios significativos en el flujo
plasmatico renal o en la TFG. La autorregulacion también sirve como amortiguador de los
capilares glomerulares y del parénquima, evitando la transmision de la hipertension sistémica y

previniendo al rifion del barotrauma (Mangan y cols., 2018).

Este mecanismo autorregulador consta de dos componentes que conducen a un cambio en
la resistencia vascular preglomerular: la respuesta miogénica renal y la RTG. La evidencia sugiere
que la respuesta miogénica protege los capilares glomerulares contra elevaciones rapidas de la PA;
mientras que la RTG, maés tardia, esta involucrada en el mantenimiento de la perfusion renal y de

la TFG en respuesta a reducciones sostenidas de la PA (Hall, 2016; Mangan y cols., 2018).
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2.3.1 Mecanismo miogénico

El mecanismo miogeénico de autorregulacion renal es el primero y mas rapido en responder,
parece que esta presente en el extremo proximal de la arteriola aferente y también en los vasos mas
grandes como las arterias segmentarias. La arteriola aferente responde a los cambios en la presion
de perfusion per se y a la respuesta miogénica ante el aumento de la PA, lo cual produce una
vasoconstriccion que impide que el aumento de la presion sistémica pase al glomérulo y se eleve

la presidon capilar glomerular (Ito y Abe 1996; Magller y cols., 2018; Sawdon, 2019).

De este modo el mecanismo de retroalimentacion miogénica asegura que el flujo
plasmatico renal y la TFG se mantengan a un ritmo relativamente constante. Esto se logra porque
a medida que aumenta la PA, el estiramiento resultante de las células del musculo liso en las
paredes de la arteriola provoca la despolarizacion de la membrana plasmatica, activando canales
de Ca?" tipo L dependientes de voltaje. EI aumento del Ca?" citosolico conduce a una rapida
vasoconstriccion. Pero, al contrario, cuando baja la PA, las células del musculo liso se relajan
generando una menor resistencia. Debido a esta via de sefializacion rapida, hay pocos cambios en
el flujo sanguineo renal a pesar de las variaciones en la presion de perfusion renal (Mangan y cols.,
2018).

2.3.2 Retroalimentacién tubuloglomerular

El mecanismo de RTG trabaja en coordinacion con la respuesta miogénica (Mgller y cols.,
2018), pero la RTG es mas lenta y contribuye a compensar los cambios lentos que sufre la PA.
Segun la evidencia hasta ahora disponible, sabemos que la respuesta miogénica es mas importante
en la proteccion de los capilares glomerulares contra elevaciones rapidas de la PA, mientras que
la RTG estad mas involucrada en el mantenimiento del flujo plasmatico renal y la TFG en respuesta

a reducciones sostenidas de la PA (Figura 6), (Burke y cols., 2014).

Por otra parte, el mecanismo de RTG incluye al aparato yuxtaglomerular y un mecanismo
de sefalizacion paracrina que detecta el aumento de la concentracion del NaCl en el liquido tubular
que llega a las células de la macula densa. EI Na* se detecta principalmente (75 %) por el

cotransportador de CI'-Na*™-K* (NKCC2) y el restante (25 %) por el intercambiador de sodio-
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hidrégeno tipo 2 (NHE2). El Na* que entra a la célula por la macula densa produce tres efectos:
aumento intracelular de Na*, aumento intracelular del pH, y despolarizacion de las células de la
macula densa; lo que finalmente provoca un aumento de Ca?* intracelular en la macula densa.
Estos cambios producen la liberacion de ATP/Adenosina, los cuales se difunden por el mesangio
extracelular del aparato yuxtaglomerular para alcanzar el tejido del musculo liso de las arteriolas.
La adenosina activa los receptores Al en la arteriola aferente que inducen vasoconstriccion. El
ATP por su parte, ejerce su efecto a través de su receptor purinérgico P2 o formando adenosina
(Ito y Abe, 1996; Kopitkd y cols., 2020; Mgller y cols., 2018; Ren y cols., 2007; Romero y
Carretero, 2019b; Jurgen Schnermann, 2000). Como consecuencia, la accién de estas moléculas
provoca una disminucién del flujo plasmatico renal y de la TFG. En el caso que ocurra una
disminucion del FG, ocurre todo lo contrario. Este mecanismo mantiene constante la carga filtrada
entregada a los sitios de reabsorcion de los tlbulos renales y al mismo tiempo evitan la transmision
de elevaciones de la PA a los capilares glomerulares impidiendo el dafio glomerular (Burke y cols.,
2014; Mangan y cols., 2018; Sawdon, 2019).

Ademas, la adenosina puede tener un efecto sobre el ON y sobre la liberacion de renina,
promoviendo otros efectos en el lecho vascular. Pues cuando la adenosina alcanza la arteriola
eferente se une a su receptor A2 que induce vasodilatacion, favoreciendo la disminucion del flujo
sanguineo y la presion glomerular, que por consiguiente produce una disminucién del FG (Reny
cols., 2007; Romero y Carretero, 2019b).
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Figura 6. Mecanismo de retroalimentacion tubuloglomerular (RTG) durante la disminucién de la PA
renal. (Hall, 2016). FG: filtrado glomerular; NaCl: cloruro de sodio.

La activacion del mecanismo miogénico o tubuloglomerular trae consigo la disminucion
del diametro arteriolar, pero frente a esto se desencadena la liberacion de mediadores del endotelio
que se oponen a la vasoconstriccion. Esto ocurre cuando se detecta una alta concentracion de Na*
en el tubulo, provocado por el aumento del flujo sanguineo glomerular y de la presion glomerular
por medio de laRTG (Reny cols., 2009; Wang y cols., 2010). Entre los mediadores que intervienen
en este proceso se encuentran el ON, prostaglandinas E2 (PGE2), prostaciclina y el &cido
araquidonico, estos dilatan los vasos abriendo canales de K™ que hiperpolarizan las células lisas

musculares y limitan la entrada del Ca?* (Burke y cols., 2014; Schnermann y Levine, 2003). Cada
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uno usa una via de sefializacion diferente. EI ON lo hace a traves de la produccion de cGMP. Las
prostaciclinas y PGE2 actuan sobre sus receptores para favorecer la vasodilatacion por via del
cAMP vy el &cido epoxieicosatrienoico, un metabolito del &cido araquiddnico que actua sobre los
canales de K™ en el musculo liso produciendo un potente efecto vasodilatador a través del cCAMP
0 CAMP ribosa. Los derivados del &cido araquidonico inducen una respuesta vasodilatadora en el
endotelio al bloquear la ON sintasa y la ciclooxigenasa (Cox). Por lo cual, el ON junto al &cido
araquidonico participan en la modulacion de la actividad del mecanismo de RTG (Burke y cols.,
2014; Reny cols., 2009; Romero y Carretero, 2019b, 2019a; H. Wang y cols., 2010). Otra via que
puede disminuir la actividad del mecanismo de RTG es el aumento del flujo en tdbulo colector en
la nefrona distal, que estimula la produccién y liberacion de PGE2 y de epoxieicosatrienoicos, 10s
cuales difunden a la arteriola aferente yuxtapuesta para promover vasodilatacion y oponerse a la
vasoconstriccion (Burke y cols., 2014; Romero y Carretero, 2019b; Wang y cols., 2010).

El mecanismo de RTG esta intimamente relacionado al aparato yuxtaglomerular, a traves
de conexiones intracelulares en forma de uniones gap, que facilitan la comunicacién entre células
vecinas, donde las conexinas son el componente basico (Ren y cols., 2002). Un estudios reciente
en ratones con ausencia de conexina 45 ha demostrado que su falta produce una alteracion en la
capacidad de respuesta miogénica reactiva de la arteriola aferente, afectando la capacidad de

regulacion renal a traves del mecanismo de RTG (Maller y cols., 2018).

En resumen, el mecanismo de RTG es un sistema de regulacion muy especifico y bien
ajustado, que participa en la prevencién de la pérdida de NaCl y en el mantenimiento del flujo
tubular a niveles relativamente constantes, por medio de la integracion de los cambios tubulares
de Na* y los cambios hemodinamicos glomerulares, controlando las oscilaciones en la dindmica

glomerular (Romero y Carretero, 2019b).

3. Regulacién de la presion arterial

La regulacion de la PA se realiza por diferentes mecanismos que se interrelacionan, lo que
hace que este proceso sea complejo. EI SNS participa en la regulacion de la PA a corto plazo. Pero
otros mecanismos controlan la PA a largo plazo a través de procesos que involucan el balance

hidrico, distintos componentes del sistema nervioso, las hormonas y elementos que se encuentran
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en los rifiones (Hall, 2016; Lin y cols., 2019). Estos mecanismos acttan de forma integrada, y el
rindbn desempefia un papel crucial en el proceso de regulacion de la PA.
Por esta razén, los procesos que regulan la PA tienen numerosas implicaciones que afectan de

manera directa la hemodinamica renal y la TFG.

3.1 Control neuroldgico

El sistema nervioso autdbnomo (SNA) interviene en la regulacion de la PA por medio del
SNSy el sistema nervioso parasimpatico (SNP), (Braam y cols., 2017; D’Elia y Weinrauch, 2013;
Lin y cols., 2019; Macefield y Henderson, 2019). EI SNS comprende el centro vasomotor que
activa las vias eferentes que inervan los ganglios simpaticos, posteriormente los nervios simpaticos
activados secretan catecolaminas (noradrenalina, epinefrina), que inducen acciones en el corazon,
los rifiones y los vasos sanguineos a través de los receptores presindpticos y postsindpticos
(Dibona, 2013; Grassi y cols., 2012; Touyz, 2014). EIl aumento de la actividad del sistema SNS
estd implicado en la HTA, particularmente en las primeras etapas. Esto se evidencia por los niveles
elevados de noradrenalina (NA) que favorece el aumento de la frecuencia cardiaca e interviene en
la variabilidad de la PA, la vasoconstriccion adrenérgica o y en el aumento de la reactividad
vascular. Asi mismo, la vasoconstriccion inducida por catecolaminas en las arteriolas eferentes
renales influye en la retencién renal de Na*, lo que puede contribuir alin mas en la elevacién de la
PA (Grassi y cols., 2012; Parati y Esler, 2012). También se pueden observar cambios en otros
neurotransmisores, como el neuropéptido Y, un cotransmisor de NA; asi como en la adenosina y

la dopamina los cuales reflejan la accion del SNS en pacientes con HTA (Lob y cols., 2013).

Los mecanorreceptores también son componentes del SN, en particular los barorreceptores
sinoaorticos (de alta presion), que se activan por el aumento de la PA, los cuales son predominantes
en laregulacién de la PA a corto plazo. Estos constan de un circuito de retroalimentacion negativa,
formados por sensores especializados ubicados en los senos carotideos, el arco aodrtico y en la
bifurcacion de las arterias carétidas interna y externa, los cuales responden al estiramiento
circunferencial y longitudinal de los vasos sanguineos produciendo una estimulacién vagal que
trae consigo vasodilatacion, descenso de la frecuencia cardiaca y disminucion de la fuerza de

contraccion cardiaca (Ghosh y Pandit, 2019; Hering y cols., 2013; Touyz, 2014).
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Por otro lado, los barorreceptores cardiopulmonares se activan por el aumento de la presion
venosa central, provocando una reduccion en la frecuencia cardiaca y en la PA por estimulacion
vagal e inhibicion simpatica. (Hering y cols., 2013). La accion de los barorreceptores de baja
presion como también se les conoce, reducen la actividad del SRAA al estimular la liberacion del
péptido natriurético atrial (PNA) y el péptido natriurético cerebral (PNB), los cuales intervienen
en la regulacion de la volemiay la reabsorcion de Na*. También, los barorreceptores provocan una
disminucion de la actividad simpatica sobre el rifion que estimula la vasodilatacion de las arteriolas

aferentes, todos estos efectos inderectamente interfieren en el control de la PA (Hall, 2016).

3.2 Regulacion hormonal

La regulacion de la PA por medio de las diferentes hormonas se pone de manifiesto mas
notablemente cuando los mecanismos de control inmediato desaparecen. Las hormonas regulan la
PA al actuar sobre los vasos sanguineos produciendo vasodilatacion o vasoconstriccion y alterando
el volumen sanguineo (Ghosh y Pandit, 2019; Hall, 2016).

El SRAA se describid originalmente como un regulador hemodindmico que aumenta la PA
de forma aguda por vasoconstriccion y de forma crénica mediante la expansién del volumen
mediado por la aldosterona. La activacién del SRAA comienza con la liberacion de la renina como
consecuencia de: la hipovolemia, la disminucién de la concentracion de Na* en el tibulo distal, la
actividad del SNS a nivel renal, y la disminuciéon de la perfusion renal. La Angll realiza su accién
através de la activacion de los receptores AT1 causando una potente vasoconstriccion y generando
un aumento sostenido de la PA, ademas incrementa la absorcion tubular de Na* y estimula la
produccién de aldosterona por medio de la glandula suprarrenal, que a su vez influye en la
reabsorcion de Na* y en la hemostasia del volumen sanguineo (Hall, 2016; Hattangady y cols.,
2012; Stegbauer y Coffman, 2011; Touyz, 2014). EI SRAA también produce un estimulo a traves
de la Angll que favorece la liberacion de la ADH, que también es liberada por el aumento de la
osmolaridad plasmaética. La ADH produce una disminucién de la excrecion de agua al favorecer
su permeabilidad en el tubulo distal y en el tdbulo colector. Este aumento de la permeabilidad se
lleva a cabo mediante la insercion de acuaporinas, unos complejos homotetraméricos proteicos

que forman poros en la membrana apical. De esta manera la Angll realiza su accion de una forma
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mas lenta y gradual al incrementar el volumen extracelular en el organismo por medio de la
retencion de Na* y agua, lo que permite una regulacion de la PA a medio plazo (Ghosh y Pandit,
2019; Hattangady y cols., 2012).

En respuesta al aumento del retorno venoso los miocitos secretan en el atrio de la auricula
derecha el PNA; que posee receptores en el tabulo distal, el tubulo colector y en las arteriolas
periféricas. EI PNA reduce la permeabilidad osmética al agua estimulada por la ADH en los
tbulos colectores medulares internos, y atenda la absorcion de agua estimulada por la NA. El
PNA reduce la captacion de Na* al inhibir directamente los canales de Na* en el tibulo proximal,
en el tubulo distal y en el tdbulo colector independientemente de los cambios hemodindmicos, pero
ademas reduce la accion de la aldosterona. Por consiguiente, la accion del PNA provoca una
relajacion de las células del mdsculo liso y reduce la estimulacion de Angll, provocando
finalmente la vasodilatacion de la arteriola aferente y la vasoconstriccion de la eferente que
aumenta la presion hidrostatica capilar glomerular y eleva la TFG (Bhagwan Dass y cols., 2019;
Ghosh y Pandit, 2019; Hattangady y cols., 2012; Mangan y cols., 2018).
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Figura 7. Resumen integrado del control de la presion arterial (Hall, 2016). DL.:
desplazamiento del liquido, SNC: sistema nervioso central; oo: infinito.
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3.3 Control a largo plazo

La regulacion de la PA a través del manejo del liquido corporal comienza a surtir efecto de
forma tardia y es la méas importante (Hall, 2016). Este mecanismo se pone de manifiesto ante la
reduccion de la perfusion renal y produce un aumento de la reabsorcion de Na* al disminuir su
excrecion, producto de la accién de los mecanismos hormonales y del SNA, lo que trae consigo
un aumento de la perfusion renal y por consiguiente de la reabsorcion de Na" y agua. Cuando
ocurre un aumento sostenido en la reabsorcion de Na* como sucede en pacientes con HTA, se
produce un aumento de la presion hidrostatica intersticial renal, del ON, de la PGE2, y cininas, y
una disminucion de la Angll intrarrenal. Estos mecanismos aun no estan del todo esclarecidos,
pero se cree que por un incremento de la presion hidrostatica intersticial renal se altera la
reabsorcion tubular, disminuyendo la reabsorcién de Na* en el tabulo proximal al redistribuir los
transportadores apicales o al liberar PGE2. Estos mediadores antes mencionados pueden estar
interviniendo en la natriuresis por presion al unirse directamente a los transportadores de Na* en
el tabulo renal (Evans y cols., 2005; Ghosh y Pandit, 2019; Granger y cols., 2002; Touyz, 2014).

Asi mismo, se denomina natriuresis por presion al componente central del proceso de
regulacién a largo plazo de la volemia y de la PA. La funcidn barostatica renal, a través del control
del volumen del liquido extracelular, es el principal regulador de la PA a largo plazo. Este
mecanismo se pone de manifiesto cuando la absorcion de Na* es anormal y existe un aumento de
la PA. El rifidén puede mantener un equilibrio entre la ingesta y la excrecién de Na*, que son los
principales responsables del control del compartimento extracelular y los volumenes sanguineos.
Esto se basa en tres caracteristicas que definen a la funcion en la regulacién de la PA a largo plazo:
es sensible a la PA, no es adaptativa y funciona con ganancia infinita (Hall, 2016; Lopez-
Hernandez y Lopez-Novoa, 2006).

En pacientes con HTA, un desplazamiento hacia la derecha de la curva de excrecién de
Na* impide el retorno de la presion a la normalidad. Los factores que se incluyen en este proceso
son: el aumento de la resistencia vascular renal, el aumento de la fraccion de filtracion, el aumento
de la presion oncética peritubular y consecuentemente el aumento de la reabsorcion de Na*; lo que
contribuye atn mas a la sobrecarga de Na* y de liquidos, y al aumento de la PA. Aungue no se ha

demostrado de manera concluyente, también se ha sugerido que una reduccion en la superficie de
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filtracion, debido al nimero reducido de nefronas o una reduccion en el area de superficie de
filtracion por glomérulo, puede limitar la excrecion renal de Na* (Touyz, 2014; Walker y cols.,
2012). Este mecanismo de control a largo plazo esté intimamente relacionado e interact(a con el
SRAA, SNA vy otros factores que permiten el control de la PA en situaciones determinadas (Hall,
2016).

4. Dano renal agudo

El dafio renal agudo (DRA) es un sindrome que se caracteriza por la pérdida de la funcion
renal en horas o dias, donde existe una disminucion de la TFG, aumento de la creatinina y del
nitrégeno ureico en sangre (BUN), con o sin disminucién en la excrecion de orina. Ademas, se
acumulan en sangre los &cidos derivados del metabolismo, K*, fosfato y otros productos de
desecho (Bellomo y cols., 2012; Farrar, 2018; Peregrin y cols., 2019). Este sindrome puede
desarrollarse en pacientes hospitalizados o en la comunidad, y puede requerir terapia renal

sustitutiva, ademas de causar complicaciones severas que incluyen la muerte (Farrar, 2018).

Actualmente se continta usando el valor la CrP y los volumenes de orina como los criterios
internacionalmente aceptados para el diagndstico del DRA, pero estos presentan sus limitaciones,
entre los cuales estan: i) el no distinguir entre los diferentes tipos de DRA, ii) la diuresis puede
modificarse por multiples factores, ademas de que puede existir un DRA sin oliguria, iii) el uso de
la creatinina como criterio presenta una problematica, ya que no todos los pacientes con DRA
tienen una creatinina basal previa al evento, que permita evaluar realmente su incremento; ademas
de que la creatinina puede variar por factores como la edad, la dieta, la masa muscular, el uso de
farmacos que interfieran en su secrecion o eliminacion y el balance hidrico (Peregrin y cols., 2019).

Algunos de estos factores relacionados con el diagnéstico del DRA se abordaran méas adelante.
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4.1 Criterios diagnosticos

A pesar de las limitaciones que presentan los diferentes sistemas de clasificacion para llegar
al diagndstico del DRA, su uso esta bien establecido en la actualidad. Los criterios usados
actualmente son (Tabla 1): el criterio RIFLE, que fue el primero en desarrollarse; posteriormente
se creod el AKIN; y por altimo el KDIGO (Khwaja, 2012; Ricci y cols., 2008; Tsai y cols., 2017),

que es el recomendado actualmente. La tabla 1 muestra la evolucion comparativa de los criterios.

Criterio RIFLE: riesgo (R, del inglés risk), dafio (I, del inglés injury), fallo (F, del inglés
failure), pérdida (L, del inglés loss) y enfermedad renal terminal (E, del inglés end-stage renal
disease). La clasificacion RIFLE utiliza los valores de CrP y la diuresis, y considera tres niveles
de gravedad en el DRA (riesgo, lesion y fallo), y dos clases de resultado (pérdida de la funcién y
enfermedad renal en etapa terminal). El paciente se clasifica de acuerdo con el valor mas alto, que
por ende conduce al peor estadio dentro de la clasificacion (maximo valor de RIFLE), (Lopes y
Jorge, 2013; Mehta y cols., 2007; Ricci y cols., 2008; Searns y cols., 2020).

Criterio AKIN: La clasificacion hecha por el grupo de dafio renal agudo (AKIN, de sus
siglas en inglés acute kidney injury network) es una version posterior de la clasificacion RIFLE
con algunas modificaciones. Aqui, el diagndstico de DRA solo se considera después de alcanzar
un estado adecuado de hidratacion y después de excluir la obstruccién urinaria; la clasificacion
AKIN solo se basa en la CrP y no en los cambios de la TFG. La creatinina basal no es necesaria
en esta clasificacion y requiere al menos dos valores de CrP obtenidos en un periodo de 48 horas.
Por otro lado, en este criterio no estan incluidos los estadios Loss y End-Stage (Lopes y Jorge,
2013; Tsai y cols., 2017).

Criterio KDIGO: (Kidney disease: improving global outcomes) es el mas reciente y el mas
empleado. Con este criterio el DRA se define como un aumento de la creatinina de 0,3 mg/dL o
mas en 48 horas, 0 un aumento de la creatinina 1,5 veces o mas del valor basal en los primeros 7
dias, o por un volumen urinario menor de 0,5 mL/kg/hora en 6 horas. Entre las diferentes
clasificaciones descritas, la clasificacion KDIGO parece ser mejor para el diagnostico y la
aproximacion pronostica que las anteriores (Khwaja, 2012; Peregrin y cols., 2019; Tsai y cols.,
2017).
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CRITERIO DIAGNOSTICO DEL DANO RENAL AGUDO

Criterio Diagnéstico RIFLE AN koieo

Elevacion de creatinina 20,3 mg/dl
0 2 50% en 48 horas o diuresis
£0,5ml/Kg/hora en > 6 horas

Elevacién de creatinina 20,3 mg/dl
en 48 horas 0 250% en 7 dias o
diuresis <0,5ml/Kg/hora en > 6 horas

Risk (Rifle) o Estadio 1 (AKIN/KDIGO)

Aumento de la creatinina un 50-99
% o diuresis £ 0,5ml/Kg/hora en
6-12 horas

Aumento de creatinina 20,3 mg/dl
0 2 50%-100% o diuresis
<0,5ml/Kg/hora en 6-12 horas

Aumento de creatinina 20,3 mg/dl|
0 2 50%-99% o diuresis
<0,5ml/Kg/hora en 6-12 horas

Injury (Rifle) o Estadio 2
(AKIN/KDIGO)

Aumento de creatinina un 99-100 %
o diuresis < 0,5ml/Kg/hora en 12-
24 horas

Aumento de creatinina >100-200%
o diuresis <0,5ml/Kg/hora
en 12-24 horas

Aumento de creatinina>100-199%
o diuresis <0,5ml/Kg/hora
en 12-24 horas

Failure (Rifle) o Estadio 3
(AKIN/KDIGO)

Aumento de la creatininaun 200 %
o aumento de la creatinina desde >
0,5 mg/dl a > 4 mg/dl o diuresis

< 0,3ml/Kg/hora en 24 horas o
anuria > 12 horas o inicio de
terapia renal sustitutiva

Aumento de la creatininaun 200 %
o0 aumento de la creatinina desde >
0,5 mg/dl a > 4 mg/dl o diuresis

< 0,3ml/Kg/hora en 24 horas o
anuria > 12 horas o inicio de
terapia renal sustitutiva

Aumento de la creatininaun 200 %
o aumento de la creatinina desde >
0,3 mg/dl a > 4 mg/dl o diuresis

< 0,3ml/Kg/hora en 24 horas o
anuria > 12 horas o inicio de
terapia renal sustitutiva

Loss (Rifle)

Necesidad de terapia renal
sustitutiva >de 4 semanas

End Stage (Rifle)

Necesidad de terapia renal
sustitutiva >de 3 meses

Tabla 1. Criterios de diagndéstico del dafio renal agudo (Adaptada de Peregrin y cols., 2019). AKIN: acute kidney injury
network; KDIGO: Kidney disease: improving global outcomes; RIFLE: risk injury failure lost end stage.
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4.2 Epidemiologia y costos

El DRA es un problema sanitario muy importante, pues representa un reto para los
profesionales de la salud, debido a la alta incidencia dentro de la poblacién, representando un 1-9
% de los pacientes hospitalizados, y el 40 % de los pacientes que ingresan en cuidados intensivos
(Bellomo y cols., 2012). Se estima que alrededor de 13,3 millones de personas sufren un DRA al
afio, de los cuales alrededor del 15 % mueren (Komaru y cols., 2020). Segun los datos recopilados
por diferentes estudios, es el sexo masculino el mas predominante en los casos diagnosticados de
DRA, con mas de 60 %. Ademas, la edad media de los pacientes que padecen DRA supera los 60
afios y muchos de estos pacientes también tienen alguna comorbilidad dentro de las que se
encuentran: las enfermedades cardiovasculares, la HTA, la diabetes mellitus (DM), las
enfermedades respiratorias cronicas y la cirrosis; lo que produce un aumento de las complicaciones

y de las defunciones (Hoste y cols., 2018; Komaru y cols., 2020; Melo y cols., 2020).

En el afio 2012, en los Estados Unidos, el 10,2 % de los pacientes fueron hospitalizados a
causa del DRA y el 3,5 % necesitd dialisis. Ademas, se observd que el coste medio de
hospitalizacion por DRA excedia los costes asociados a otros procesos agudos como el infarto
agudo de miocardio, o el sangrado intestinal (Silver y cols., 2017). La mayoria de los casos de
DRA ocurren en pacientes en cuidados intensivos y la mortalidad se encuentra en un rango de 24
% a 64 %. Otras de las consecuencias del DRA incluyen el aumento de la estancia hospitalaria, la
ERC y la enfermedad renal en etapa terminal (Grams y cols., 2016; Lydia y cols., 2019; Silver y
cols., 2017). Un estudio realizado en Estados Unidos durante el 2013 determind que las
hospitalizaciones que involucraban un DRA eran mas caras, entre 1.700 ddlares a 7.900 dolares,
que las que no involucraban un DRA (Silver y cols., 2017). De igual modo, otro estudio realizado
en Canada de 2002-2009, evidencio que la estancia hospitalaria era mas larga en pacientes con
DRA, donde las formas leves resultaron en un costo ajustado 1,2-1,3 veces mayor que en aquellos
sinun DRA'y 1,8-2,5 veces mayor en los que presentaron un DRA grave (Collister y cols., 2017).
Asi mismo los pacientes que mas elevan el costo son aquellos con DRA grave que necesitan dialisis
(Silver y Chertow, 2017), llegando a un incremento del 63 % (Fischer y cols., 2005). Estos costes
sugieren gue un pequefio porcentaje de pacientes con DRA representan entre el 20 y el 25 % en el

incremento de los costes hospitalarios relacionados con el DRA (Silver y Chertow, 2017).

29



De igual manera, los pasos para llegar al diagnostico del DRA, la instauracion de
tratamiento oportuno, unido a la estancia en cuidados intensivos y el manejo de las complicaciones
que resultan de esta enfermedad, contribuyen a elevar el gasto de los sistemas sanitarios,
consumiendo aproximadamente el 1 % del presupuesto de salud (Silver y Chertow, 2017). EIl DRA
es un gran problema sanitario, por el hecho de que los pacientes hospitalizados presentan diferentes
etiologias, distinto grado de dafio renal, con un alto riesgo de resultados adversos que aumentan la
utilizacion de recursos. Debido a la gran cantidad de pacientes afectados y estas circunstancias, se
justifica la busqueda de mejoras en la prevencién, en el reconocimiento y en el tratamiento del

DRA en la poblacion hospitalaria en general (Hoste y cols., 2018).

En términos globales la incidencia del DRA es alta, ya que representa 1 de cada 5 ingresos
hospitalarios en adultos y 1 de cada 3 en nifios (Sancho-Martinez y cols., 2015; Susantitaphong y
cols., 2013). Por otro lado, en los paises ricos ha disminuido la mortalidad en los pacientes con
DRA en los ultimos afios, debido al aumento del porcentaje del producto interno bruto destinado
a salud (Susantitaphong y cols., 2013), pero no asi la incidencia, ya que el DRA puede ser causado
por un amplio grupo de afecciones, y la epidemiologia del sindrome puede variar en términos de
incidencia y prevalencia (Ronco y cols., 2012). Existen numerosos factores de riesgo relacionados
con el DRA, como la exposicion a farmacos, incluyendo aquellos que actdan sobre el SRAA, los
diuréticos, entre otros. A esto se afiade el sexo masculino, la edad avanzada, la hipoalbuminemia,
las comorbilidades, la hospitalizacion, el ingreso en cuidados intensivos (Lydia y cols., 2019), la
sepsis, asi como la hipovolemia y el uso de medios de contraste (Hoste y cols., 2018; Searns y
cols., 2020); en definitiva, todos estos factores de riesgo favorecen que aumente la incidencia del
DRA.

4.3 Clasificacion

Hay muchas causas y condiciones que pueden conducir a un DRA, las cuales pueden tener
diferentes mecanismos fisiopatologicos (Sancho-Martinez y cols., 2015) que afectan el
funcionamiento renal. Estas alteraciones pueden ocurrir en la perfusidn sanguinea renal, sobre el
parénquima renal o en las vias excretoras urinarias. Dependiendo del elemento alterado, el DRA

se clasifica como: prerrenal, si falla la perfusion renal; parenquimatoso o intrarrenal, si se altera
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alguna estructura del parénquima renal; y obstructivo o postrenal, si se interrumpe el flujo urinario
(Farrar, 2018; Ostuni y Musso, 2019; Peregrin y cols., 2019).

4.3.1 Dafo renal agudo prerrenal

El DRA prerrenal es la forma mas comun, pues representa el 70 % de los casos
extrahospitalarios y el 40 % de los intrahospitalarios (Peregrin y cols., 2019). EI DRA prerrenal se
debe a la reduccion de la TFG por la alteracion en la hemodindmica renal que provoca una
disminucion del flujo sanguineo renal mas alla del control ejercido por la autorregulacion, y al
desequilibrio en la contractilidad de las arteriolas aferentes y eferentes, que conduce a la reduccion
de la presion intraglomerular (Sancho-Martinez y cols., 2015), sin afectacidn de las estructuras
tisulares renales. EI DRA prerrenal se desencadena por situaciones como la hipovolemia (Lameire
y cols., 2005) que puede ser provocada por diferentes causas entre las que se encuentra la IC, la
insuficiencia hepatica, el sindrome hepatorrenal (Amin y cols., 2019; Farrar, 2018; Ostuni y
Musso, 2019; Peregrin y cols., 2019; Radi, 2018; Washinger, 2017), la sepsis (Smith y
Schnellmann, 2018) y el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (Moore y cols., 2018), entre
otras enfermedades y situaciones que podemos ver resumidas en la tabla 2. Pero no solo las
enfermedades pueden estar involucradas en la aparicion del DRA prerrenal, sino también el uso
de ciertos farmacos que pueden provocar una alteracién en la modulacion vascular, como es el
caso de los AINEs, los IECAs, los ARAII, los diuréticos y las ciclosporinas entre otros (Moore y
cols., 2018; Radi, 2018). Estas situaciones provocan una disminucion aguda y severa de la PA,
que genera una interrupcion grave del flujo sanguineo renal (Washinger, 2017) con repercusion en

la funcion de este érgano (Makris y Spanou, 2016; Radi, 2018).
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Prerrenal

Intrinseco

Postrenal

Hipovolemia:
s Hemorragia
¢ Disminucién del volumen
sanguineo
e Excesivo aumento de la
diuresis
* Quemadura
» Peritonitis
¢ Trauma muscular
Cardiovascular:
¢ Insuficiencia cardiaca
congestiva
» Infarto agudo de miocardio
o Infarto pulmonar masivo
Vasodilatacion sistémica:
» Medicacion antihipertensiva
* Infeccion de bacterias Gram
negativa
e (Cirrosis
* Choque anafilactico
Aumento de la resistencia
vascular:
* Anestesia
Cimgia
Sindrome hepatorrenal
Uso de AINEs
Ciclosporina

Tubular:

s Isquemia Renal: Choque,
hemorragia, trauma, etc.

e Nefrotoxicos: antibioticos,
antineoplasicos, contrastes,
etc.

¢ Toxinas endogenas:
mioglobina, hemoglobina,
acido urico.

Glomerular:

¢ Glomerulonefritis aguda post-
infecciosa

e Nefritis lupica

s Endocarditis infecciosa

¢ Enfermedad de Wegener, etc.

Intersticial:

¢ Infeccion: bacteriana y viral

¢ Medicamentos: antibioticos,
diuréticos, AINEs, etc.

Vascular:

e Grandes vasos: estenosis
bilateral de la arteria renal,
trombosis bilateral de vena
renal.

¢ Pequefios vasos: vasculitis,
hipertension maligna, purpura
trombocitopénica trombadtica,
etc.

Obstruccion extrarrenal:

¢ Hipertrofia prostatica

e Cateter mal colocado

¢ Cancer de vejiga, prostata

o cervical

¢ Fibrosis retroperitoneal
Obstruccion intrarrenal:

e Nefrolitiasis

¢ Coagulo de sangre

¢ Necrosis papilar

Tabla 2. Causas de dafio renal agudo (Makris y Spanou, 2016). AINEs: antiinflamatorios no

esteroideos.

Algunos estudios en modelos animales de DRA donde se ocluye la arteria renal, ha

demostrado que existen muchas vias que probablemente estén implicadas en los mecanismos de

lesidn organica (Bellomo y cols., 2012; Lameire y cols., 2005). Se ha visto que en el DRA prerrenal

existe una activacion local del sistema de coagulacion, con infiltracion de leucocitos, lesion

endotelial, aumento de la expresion de moléculas de adhesion, liberacion de citoquinas e induccion

de receptores tipo Toll. Asi mismo, se activan vias vasoconstrictoras intrarrenales y de induccion

de la apoptosis a este nivel (Bellomo y cols., 2012; Saikumar y Venkatachalam, 2003).

En el DRA prerrenal existe una activacion del SRAA, del SNS y del mecanismo de RTG.

Ademas, en situaciones como la sepsis, la infeccion induce la ON sintasa que provoca

vasodilatacion por medio del ON, que a su vez causa una disminucion del flujo arterial lo que lleva
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a una activacion de los barorreceptores. Estos cambios circulatorios desencadenan la activacion
del SNS, lo que induce una mayor actividad del SRAA y provoca vasoconstriccion renal.
Simultaneamente se libera ADH que contribuye a la retencidn de agua. En pacientes con sindrome
hepatorrenal la intensa vasoconstriccion renal estd asociada a una activacion del SRAA, sugiriendo
que los eventos neuro-hormonales potencian el desarrollo de la enfermedad (Amin y cols., 2019;
Bellomo y cols., 2012; Smith y Schnellmann, 2018).

La respuesta neuro-hormonal genera vasodilatacion para apoyar la circulacion sistémica,
pero a cambio la circulacion renal se ve afectada negativamente. Por lo tanto, el aumento en las
concentraciones de NA, renina 'y Angll pueden contribuir a otras formas de DRA, sugiriendo que
al menos en algunas situaciones, la vasoconstriccion renal neuro-hormonal podria ser un

mecanismo fundamental en la pérdida de la funcion excretora (Bellomo y cols., 2012).

En situaciones de hipoperfusion renal, los mecanismos de autorregulacion mantienen la
presion de perfusion glomerular, produciendo una disminucion de la resistencia de la arteriola
aferente y probablemente de las arterias interlobulares, con el aumento simultaneo de la resistencia
de la arteriola eferente (Figura 8). La Angll es la principal responsable de la vasoconstriccién de
la arteriola eferente en situaciones de hipovolemia, y su bloqueo por los IECAs y los ARAII
(Lameire y cols., 2005; Peregrin y cols., 2019; J. Scott y cols., 2019), en estas circunstancias, es
una causa frecuente de la reduccion brusca del FG. La inhibicién de las PGs (vasodilatadoras
renales) por accion del bloqueo de la ciclooxigenasa 1y 2 (Cox-1y Cox-2) por los AINEs (Lameire
y cols., 2005; Pai, 2015; Peregrin y cols., 2019) intensificarian el aumento en la resistencia vascular
renal y la caida del flujo plasmatico renal. La vasoconstriccion de la arteriola eferente reduce la
presion hidrostatica en los capilares peritubulares y el tubulo proximal que, en conjunto con las
elevadas concentraciones de aldosterona, Angll y ADH, mas un descenso en las concentraciones
de sustancias natriuréticas como el PNA y la urodilatina, van a producir una mayor reabsorcién de
Na* y agua. Todo esto produce una orina de escaso volumen muy concentrada y con poca cantidad
de Na" (menos de 20 mEg/L), ademas con una alta osmolalidad (mas de 500 mOsm/L) y una

excrecion fraccional de Na* baja (EFNa) menor del 1 % (Peregrin y cols., 2019).

Sin embargo, si este DRA prerrenal no es corregido correctamente y la hipoperfusion se
prolonga en el tiempo 0 es muy grave, se puede producir un dafio hipoxico en las células tubulares

renales con pérdida de la polaridad, necrosis y apoptosis celular; que daria lugar a una necrosis
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tubular aguda (NTA), un tipo de DRA intrarrenal o parenquimatoso (Bie, 2018; Blowey, 2016;
Hall, 2016; Lameire y cols., 2005; Peregrin y cols., 2019).

Disminucion presion
intraglomerular

v

Hipovalemia Activacion de
mecanismo autorregulador

l

Activacion barorreceptores
Activacion sistema simpatico

Activacion de SRAA
Vasopresina
Prostaglandinas
Control perfusidn glomerular Aumento de resistencia arteriola eferente
Control fraccion de filtracion < Reabsorcidn de sodio y agua
Control de reabsorcion tubular Disminucion en resistencia de arteriola aferente

Figura 8. Mecanismo de autorregulacion renal en la hipoperfusion renal. (Peregrin y cols.,
2019). SRAA: Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona.

4.3.1 Dafio renal agudo intrarrenal o parenquimatoso

El DRA intrarrenal es aquel que ocurre en el parénquima renal (Peregrin y cols., 2019;
Sancho-Martinez y cols., 2015). ElI 80 % de los casos se debe a una isquemia donde se ven
afectadas las estructuras renales, como son los tubulos, el glomérulo, el intersticio y los vasos
sanguineos intrarrenales. En el dafio tubular isquémico se produce un descenso del flujo sanguineo
al rifibn como resultado de una isquemia prolongada. Dentro de las causas mas importantes y
comunes de DRA intrarrenal (Tabla 2) se pueden mencionar las cirugias cardiacas, aneurismas
intraabdominales, que pueden causar una isquemia junto a hipovolemia; ademas de la pancreatitis
severa, choque hemorragico, y choque cardiogénico. Por otra parte, el dafio puede ser causado por
nefrotdxicos los cuales afectan directamente a los tabulos del rifién, entre ellos hay diferentes
medicamentos como los antibidticos, los medios de contraste, el cisplatino, las drogas ilicitas, etc.
(Bellomo y cols., 2012; Farrar, 2018; Moore y cols., 2018; Washinger, 2017). Ahora bien,
dependiendo de la estructura renal que se afecte se pueden dar diferentes sindromes o

enfermedades. Este es el caso de la glomerulonefritis que ocurre cuando se ve afectado el

34



glomérulo, se observa en enfermedades autoinmunes, infecciones, tumores, DM, etc. (Hall, 2016;
Peregriny cols., 2019). Si el dafio es tubular, se denomina necrosis tubular aguda (NTA), (Peregrin
y cols., 2019; Sancho-Martinez y cols., 2015; Waikar y cols., 2013), siendo la causa mas comin
de DRA parenquimatoso, y de forma especifica en pacientes hospitalizados. Y si afecta a los
tibulos y al intersticio al mismo tiempo, se denomina nefritis tubulointersticial aguda (NTIA).
Cuando se trata de afectacion vascular, se debe mayormente a enfermedades de los pequefios vasos
como las vasculitis, entre las que caben mencionar el sindrome hemolitico urémico (SHU) y la
purpura trombocitopénica idiopética (PTI). Asi mismo, la afectacion de grandes vasos es causa de
DRA de tipo parengquimatoso cuando se forman émbolos que obstruyen la arteria renal o existe

una trombosis en la vena renal (Makris y Spanou, 2016; Peregrin y cols., 2019).

4.3.2 Dafo renal agudo postrenal

ElI DRA postrenal es aquel que ocurre por una obstruccién aguda del flujo urinario (Farrar,
2018; Peregrin y cols., 2019; Sancho-Martinez y cols., 2015). ElI 20 % de los casos de DRA
postrenal son adquiridos en la comunidad y solo el 5 % ocurre en el ambito hospitalario. La
obstruccion puede ser parcial, completa, unilateral o bilateral. Puede afectar al tracto urinario
superior (pelvis renal, y uréteres) o al tracto urinario inferior (vejigay uretra) (Meolay cols., 2016;
Washinger, 2017). EI DRA por obstruccion produce un aumento de la presion intratubular y
disminuye la TFG. La obstruccion por si misma puede producir un deterioro del flujo renal y
desencadenar un proceso inflamatorio que contribuya a disminuir la TFG (Farrar, 2018; Makris y
Spanou, 2016). Esta obstruccidn se caracteriza por disuria, dificultad para orinar, hematuria e
HTA, sin embargo, el sintoma mas comun en el DRA postrenal es la disminucion de la excrecion
de orina, que puede ir desde la oliguria hasta la anuria (Farrar, 2018; Makris y Spanou, 2016;
Washinger, 2017). Las causas mas comunes de obstruccion son la hiperplasia prostatica benigna,
cancer de prostata, cancer cervical, enfermedades del retroperitoneo, colicos nefriticos y
traumatismos (Tabla 2), (Farrar, 2018; Peregrin y cols., 2019; Sancho-Martinez y cols., 2015). Asi
mismo, si la obstruccion no se resuelve, el dafio renal evoluciona a una fibrosis tabulo intersticial

irreversible (Peregrin y cols., 2019).
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5. Farmacos relacionados con el dafio renal agudo

Actualmente se conocen numerosos farmacos nefrotoxicos que producen o favorecen la
aparicion de DRA (Bellomo y cols., 2012; Farrar, 2018; Peregrin y cols., 2019; Washinger, 2017).
Dentro de este gran nimero de farmacos estan los utilizados para el control de la PA, gue incluye
a los ARAII, los IECAs y los diuréticos, asi como a los AINES, que se usan para el control del
dolor agudo y cronico, los cuales cuando son combinados se relacionan con la aparicion de DRA.
El DRA producida por la combinacion de este grupo de farmacos se conoce como triple golpe (del
inglés Triple Whammy) descrito en el afio 2000, después de diferentes reportes de
farmacovigilancia (Maxson, 2017). Esta triple terapia provoca una alteracion simultanea en los
mecanismos que controlan la PA 'y la TFG, lo que sumado a otros factores puede causar un DRA
(Prieto-Garciay cols., 2016). A continuacion, describiremos cada uno de estos grupos de farmacos

y sus efectos nocivos renales.

5.1 Antiinflamatorios no esteroideos

Los AINEs son un grupo heterogéneo de farmacos, dentro de los cuales se encuentran el
acido acetil salicilico, paracetamol, metamizol, acido mefenadmico, diclofenaco, ketorolaco, la
indometacina, ibuprofeno, dexketoprofeno, naproxeno, piroxicam, clonixinato de lisina, asi como
los inhibidores selectivos de la Cox2: celecoxib, etoricoxib, etc., (Moore y cols., 2015; Pireto
Setién, 2007) los cuales son usados como antipiréticos y como analgésicos en las enfermedades
reumatolégicas y musculoesqueléticas, o en procesos degenerativos como la osteoartritis y
osteoartrosis. Por esta razon el uso de los AINEs esta generalizado en todo el mundo; al afio se
recetan 70 millones y se compran otros 30 millones de dosis sin recetas (Pai, 2015). El mecanismo
de accion de estos farmacos se realiza a través de la inhibicion de la Cox-1y la Cox-2, las cuales
intervienen en la sintesis de las PGs a partir del acido araquiddnico. Las PGs llevan a cabo
diferentes funciones, como la regulacion de la inflamacidn, del dolor, de la agregacién plaguetaria,
y de la fiebre, entre otros (Diaz-Gonzélez y Sanchez-Madrid, 2015; Moore y cols., 2015). En la
corteza renal se produce PGE2 y prostaglandinas 12 (PGI2) y en la médula renal solo la PGE2, las

cuales favorecen la vasodilatacion renal y por ende el aumento del flujo sanguineo renal.
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Las células glomerulares y mesangiales pueden sinterizar ambas PGs, y al ubicarse en este
lugar influyen sobre el flujo sanguineo renal, la TFG y la liberacion de renina. Asi también, las
PGs sintetizadas en la corteza estimulan la liberacién de renina (Osborn y cols., 1984; Simmons y
cols., 2004). Ademas, la Cox-2 que se encuentra en la macula densa puede estimular la secrecion
de renina por medio de la sintesis de PGE2 en las células mesangiales (Harris y cols., 1994;

Simmons y cols., 2004).

Debido a lo antes descrito, todos los AINEs pueden afectar la funcion renal al inhibir en el
rifidn la Cox-1y la Cox-2, ya que la Cox-1 interviene en la regulacion hemodinamica y la Cox-2
en la excrecién de sal y agua (Lucas y cols., 2019; Moore y cols., 2015). Dado que los AINEs
inhiben la cascada de &cido aragquiddnico, selectivamente o no, provocan una disminucion en la
formacion de PGs. En los rifiones las PGs (principalmente las prostaciclinas, PGE2, PGI2) acttan
como vasodilatadores en la arteriola aferente, incrementando la perfusion renal, distribuyendo el
flujo de la corteza a las nefronas de la region medular renal. Los AINEs inhiben este mecanismo
y pueden provocar vasoconstriccion aguda e isquemia de la médula renal, lo que puede favorecer
el DRA (Lucas y cols., 2019). Ademas, los AINEs que afectan a ambas enzimas (Cox-1 y Cox-2)
pueden provocar retencion de Na*, edema periférico, aumento de la PA e IC, asi como
hiperpotasemia y DRA (Moore y cols., 2015; Weir, 2002). También, el uso de ibuprofeno en
ambientes calurosos favorece la deshidratacion y junto con el estrés puede aumentar el riesgo de
DRA (Farquhar y cols., 1999; Moore y cols., 2015).

La mayor parte de los efectos producidos por los AINEs se deben a la inhibicion de la
enzima Cox-1, al disminuir la vasodilatacion renal en la arteriola aferente del glomérulo, provoca
a una disminucién de la presion de perfusion glomerular que finalmente afecta la hemodinamica
renal (Pai, 2015; Ungprasert y cols., 2015). Por todo esto, el uso de AINES representa un riesgo
evidente para sufrir DRA. Asi lo evidencia un estudio de cohorte prospectivo con 826 pacientes
con diagndstico de DRA, demostrando que 1 de cada 5 supervivientes de DRA estaba usando
AINESs regularmente, y méas de la mitad de los que tomaban AINESs usaron estos medicamentos
antes y después del primer episodio de DRA (Lipworth y cols., 2016). Segun otro estudio, los
pacientes que usaron una combinacion de diclofenaco y acetaminofén para el dolor postoperatorio
presentaron una incidencia de DRA del 7,7 %, ademas el riesgo era mayor si el paciente presentaba

HTA o cirrosis (Zhu y cols., 2018). Las posibilidades de desarrollar DRA aumentan un 50 % en
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INTRODUCCION

las personas que estan expuestas a los AINEs en la poblacion general, pero en los pacientes con

ERC y en personas mayores estas probabilidades se duplican (Zhang y cols., 2017).

Los AINEs estan asociados con el DRA en nifios deshidratados por gastroenteritis aguda
(Balestracci y cols., 2015), y en nifios ingresados en cuidados intensivos (Slater y cols., 2017),
algunos de los cuales evolucionan a la ERC (Clavé y cols., 2019). Ademas, se conoce que existe
una relacion entre la ingesta de AINEs y el desarrollo de sindrome nefrotico (Mérida y Praga,
2019). Con estos datos quedan claro los efectos negativos de los AINEs sobre el rifion, pues entre
1-5 % de los pacientes que toman estos farmacos sufriran un episodio de DRAy el riesgo aumenta

considerablemente en los pacientes mayores (Pai, 2015).

Fisiopatologia del dafio renal causado
per los Antiinflamatorios No Esteroideos

Antinflamatorios No Esteroideos
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Figura 9. Fisiopatologia del dafio renal inducido por AINEs. (Adaptada de Lucas y cols., 2019)
FG: filtrado glomerular; PGE2: prostaglandina E2; PGI12: prostaglandina 12.
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5.2 Principales farmacos antihipertensivos que acttan sobre el SRAA

5.2.1 Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECAS)

Los IECAs son farmacos muy utilizados en el tratamiento de la HTA, realizan su efecto
antihipertensivo al bloguear la unién de la Angl con la ECA impidiendo la formacion de la Angll
(I1zzo y Weir, 2011). Esto se traduce en una disminucion de sus acciones fisioldgicas y favorece la
vasodilatacion. Igualmente reducen la volemia al no reabsorber Na* y agua por la falta de secrecion
de la aldosterona. Los IECAs inhiben la cinasa Il que degrada la bradiquinina, potenciando su
produccién plasmatica y tisular que favorecen la liberacion de ON (vasodilatador) y PGs. Los
IECAs tienen efectos antiproliferativos que antagonizan las acciones de la Angll. Como
consecuencia se producen acciones vasodilatadoras arteriovenosas, natriuréticas y antimitogénicas
(de Kloet y cols., 2010; Flores y cols., 2014; Horning y cols., 1997; 1zzo y Weir, 2011; Mirabito
Colafellay cols., 2019; Rossier y cols., 2017). Estos farmacos son utilizados ampliamente por sus
efectos beneficiosos en la prevencion de las complicaciones que produce la HTA a nivel
cardiovascular, renal y cerebrovascular (Bhagwan Dass y cols., 2019; de Kloet y cols., 2010;
Mirabito Colafella y cols., 2019; Rosendorff y cols., 2015; Rossier y cols., 2017). Su uso también
esta establecido en la prevencion del infarto agudo de miocardio, en el tratamiento de la IC, en la
ERC y en los pacientes con DM, ya que pueden reducir la mortalidad (Drawz y Ghazi, 2017; 1zzo
y Weir, 2011; Manciay cols., 2013).

Dentro de los farmacos de este grupo destaca el captopril, que fue el primero en utilizarse
para el tratamiento de la HTA en 1981, y luego se asocio al tratamiento de las enfermedades
cardiovasculares (Messerli y cols., 2018). Posteriormente se han desarrollo numerosos farmacos
como el lisinopril, enalapril, trandolapril, ramipril, entre otros (Hermida y cols., 2013). Cabe
destacar los efectos adversos de este grupo, como el angioedema y la tos seca, producidos por el
aumento de las bradiquininas (Hermida y cols., 2013; Marceau y cols., 2020; Messerli y cols.,
2018; Riveray cols., 2013; Rodrigo y Herbert, 2018), lo cual es causa de abandono del tratamiento
en numerosas ocasiones. Por otro lado, estos farmacos estan contraindicados para tratar la HTA
en pacientes embarazadas, en caso de hiperpotasemia, angioedemay en la estenosis bilateral de la

arteria renal (Mancia y cols., 2013).
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5.2.2 Antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARAII)

Los ARAII representan un arsenal terapéutico muy usado en la clinica para el control de la
HTA. Actlan uniéndose al receptor AT1 que participa en la regulacion de la PA y de la funcion
renal (Michel y cols., 2013). EI primer farmaco utilizado de este grupo fue el losartdn (Michel y
cols., 2013), pero actualmente existen ocho farmacos aprobados por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para uso clinico: olmesartan, losartan,
candesartan, irbesartéan, valsartan y azilsartan derivados de bifenil tetrazol; asi como el eprosartan
y telmisartan denominados no bifenil tetrazol (Hermida y cols., 2013; Michel y cols., 2013; Singh
y Karnik, 2019). Cuando estos farmacos se unen al receptor AT1 realizan numerosas acciones
como: limitar la vasoconstriccion, la actividad simpatica, la proliferacion celular y la retencién de
agua y Na*, acciones que son mediadas por la Angll cuando se une a este receptor (Messerli y
cols., 2018). Al igual que los IECAs, los ARAII son eficaces en la prevencion de eventos
cardiovasculares y renales (Izzo y Weir, 2011). En los pacientes diabéticos favorecen la
sensibilizacion a la insulina, presentan accion antiinflamatoria, asi como antiateroesclerética en la
nefropatia diabética y actiian como renoprotectores (Arumugam y cols., 2016). A diferencia de lo
observado con el uso de los IECAs, los ARAII solo impiden la union de la Angll al receptor AT1,
lo que permite que esta se una al receptor AT2, lo cual favorece la natriuresis y aumenta la
vasodilatacion (Assersen y cols., 2020; Messerli y cols., 2018), y promueve acciones antifibroticas
y antiinflamatorias a nivel renal, que son mediadas a través de la liberacién del ON, de la
prostaglandina E1 (PGE1) y de la prostaglandina 11 (PGI1) (Flores y cols., 2014; Te Riet y cols.,
2015). Sin embargo, los efectos adversos asociados a las bradiquininas como la tos, el angioedema
y la secrecion de PGs son clinicamente menos importantes que las observadas con el uso de los
IECAs, de igual modo ambos grupos farmacoldgicos no presentan diferencias clinicas en cuanto
al control de la PA (Messerli y cols.,, 2018). Pero, los ARAII presentan las mismas

contraindicaciones que los IECAs (Mancia y cols., 2013).
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5.2.3 Efectos de IECAs y ARAII sobre el sistema renal

Los IECAs y los ARAII, como hemos visto anteriormente, son farmacos bien conocidos y
usados de manera habitual para tratar la HTA; con muy buenos resultados en los pacientes
hipertensos con DM, ya que pueden reducir los niveles de proteinuria, puesto que esta Gltima esta
asociada con el avance de la ERC. Ademas, estos farmacos reducen los eventos renales en
pacientes con DM, HTA y albuminuria (Leon y Tangri, 2019). Sin embargo, con el uso de los
IECAS/ARAII se observa un aumento de los niveles de renina, ya que esta intenta contrarrestar el
blogueo del SRAA, y pueden aumentar los niveles de Angly Angll. Igualmente, aproximadamente
entre el 40-50 % de los pacientes al tiempo de iniciar el tratamiento con los IECAs/ARAII alcanzan
niveles de aldosterona igual a los presentados antes de su uso, contrarrestando la accion
hipotensora a través de la reabsorcion de Na* y agua, promoviendo el remodelado y la fibrosis
(Mirabito y cols., 2019). Pero, independientemente de sus beneficios farmacol6gicos tanto los
IECASs como los ARAII se encuentran entre las causas de DRA prerrenal (Bellomo y cols., 2012;
Farrar, 2018). Estos farmacos alteran los mecanismos adaptativos renales (Peregrin y cols., 2019),
generando una disminucién de la perfusion renal (Moore y cols., 2018), que alterara la
hemodindmica renal (Lameire y cols., 2005) por la vasodilatacion sistémica que produce su accion
hipotensora (Makris y Spanou, 2016). En definitiva, los IECAs y los ARAII disminuyen el tono
de la arteriola eferente, la presién capilar glomerular y el FG (Izzo y Weir, 2011; Wetmore y cols.,
2015).

Es comln que tras iniciar el tratamiento con estos farmacos se observe un aumento
moderado de la CrP, pero estas elevaciones no son uniformes y podrian estar influenciadas por
situaciones como la edad avanzada, la ERC (particularmente en la etapa 4), DM avanzada,
estenosis de la arteria renal, IC o que hayan sufrido diuresis significativa (I1zzo y Weir, 2011). Es
infrecuente, aunque no excepcional, que los aumentos de creatinina se mantengan durante mas de

un mes 0 que ocurran posteriormente.

No obstante, la deteccion del DRA en pacientes tratados con farmacos que bloquean el
SRAA siempre obliga a descartar estenosis de las arterias renales. Por el contrario, si no existe una
estenosis, las causas de DRA podrian ser la deshidratacion, dosis altas de diuréticos, la IC
congestiva y la toma de AINEs u otros farmacos vasoconstrictores (Albaladejo Blanco y cols.,
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2009; 1zzo y Weir, 2011; Leon y Tangri, 2019). Diferentes estudios demuestran que el uso
combinado de los IECAs/ARAII con otros farmacos esta asociado al DRA, puesto que pacientes
que usaron diuréticos e IECAs/ARAII en la urgencia, mantuvieron el riesgo de DRA aun después
del alta hospitalaria (Hinson y cols., 2020). También el riesgo de DRA es elevado en pacientes
tratados con AINEs e IECAs/ARAII al mismo tiempo (Dreischulte y cols., 2015). Un metaanalisis,
aunque no de forma concluyente, sugirié que los ARAII producen un efecto nocivo en el DRA
inducido por medios de contraste, pero no asi cuando se usan los IECAs (Peng y cols., 2015). Por
tal razén, a pesar de sus efectos terapéuticos beneficiosos para los pacientes con HTA y otras
enfermedades como la DM, los efectos negativos sobre el rifion de los IECAs y de los ARAII son
evidentes, lo que hace necesario un uso cuidadoso de estos farmacos sobre todo cuando se utilizan

en combinacion con los AINEs y los diuréticos, los cuales también actdan a nivel renal.

Tabla 3. Efectos de los farmacos antihipertensivos en los componentes del SRAA (Adaptada de
Goodman y Gilman, 2012).

IECAS ARAII Diureéticos
Concentracion de renina plasméatica (CRP) | | |
Actividad de renina plasmatica (ARP) | | |
Angiotensina | | | |
Angiotensina 11 | | |
Enzima convertidora de Angiotensina (ECA) l —
Bradiquinina | —_—
Receptores AT1 — Inhibicion
Receptores AT2 — Estimulacién
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5.3 Diuréticos sobre el sistema renal

Los diuréticos son un grupo de farmacos ampliamente recomendados por diferentes guias
para el tratamiento de la HTA (Blowey, 2016). Es un grupo heterogéneo de medicamentos con

muchas similitudes, salvo algunas excepciones como el manitol y los antagonistas de la ADH.

Todos los diuréticos funcionan inicialmente al bloguear la reabsorcién de Na* en varios
sitios dentro de los tubulos renales, y se clasifican en diferentes subgrupos: inhibidores de la
anhidrasa carbdnica, diuréticos de asa, diuréticos tiazidicos y diuréticos osmoticos. En contraste,
los antagonistas de la aldosterona alcanzan su sitio de accion en las células principales del tabulo

colector cortical (Roush y cols., 2014).
Mecanismo de accion de los diuréticos (Roush y cols., 2014):

e Dentro de los diuréticos osmoticos se encuentra el manitol que ejerce su efecto osmético
a lo largo del tubulo renal independientemente del estado de hidratacion y perjudica la reabsorcion

normal del agua tubular.

e Los antagonistas del receptor de ADH bloquean la unién de la ADH con el receptor V2'y
evitan la reabsorcion de agua libre en los tdbulos colectores, lo que aumenta la excrecién de agua

libre.

¢ El inhibidor de la anhidrasa carbonica (acetazolamida) impide la reabsorciéon de Na,
bicarbonato y agua, aumentando la liberaciéon Na* al tlbulo colector distal y favorece la pérdida
de K* (Roush y cols., 2014).

e Diuréticos del asa: furosemida, torasemida, azosemida y la bumetanida actGan en la rama
ascendente gruesa del asa de Henle, donde se reabsorbe del 20 % al 30 % del NaCl filtrado. Los
diuréticos de asa se unen a la proteina de transporte Na-K-2Cl e inhiben su accion, impidiendo la
reabsorcion de Na*, K™y CI". Aumentan el Na* en el tabulo distal y favorecen el intercambio de

Na* por K*, promoviendo la secrecién de K* en el tdbulo distal.

eLa tiazida y los diuréticos relacionados actuan principalmente en el tubulo distal,
bloqueando el cotransportador de Na-Cl, como resultado disminuye la reabsorcién de Na* y CI".
Por tanto, aumenta el Na* que llega a los tubulos colectores y favorece la pérdida de K*.
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e Los diuréticos ahorradores de K* actGian en el tibulo colector cortical y se pueden dividir
en 2 subcategorias: los anadlogos de pteridina (es decir, triamtereno y amilorida) que inhiben la
reabsorcion por el canal epitelial de Na* del tlbulo colector; y los bloqueadores del receptor de
aldosterona (espironolactona y eplerenona) que acttan en el citoplasma de las células principales
para regular negativamente la bomba basolateral de Na*/K* sensible a la aldosterona. El efecto
final de ambas subcategorias es la disminucion de la reabsorcién de Na* junto con la disminucion

de la secrecion de K* e hidrogeniones.

5.3.1 Efectos de los diuréticos

Los efectos de los diuréticos sobre el rifion causan cierto grado de contraccion de volumen
y, por tanto, favorece la activacién de la renina plasmatica, Angll y la aldosterona con todas sus
repercusiones hemodinamicas (Boron y Boulpaep, 2017). Cabe destacar las numerosas
alteraciones electroliticas que pueden producir desde: hipovolemia, hiponatremia, hipopotasemia

e hipomagnesemia.

La hipopotasemia y la hipomagnesemia pueden desencadenar arritmias cardiacas mortales
en pacientes con IC. También, algunos diuréticos como los tiazidicos y los de asa pueden empeorar
la funcidn renal, ya que favorecen una pérdida hidrosalina excesiva, que se asocia con hipotension
arterial disminuyendo la perfusion renal y facilitando la aparicion de DRA (Flores y cols., 2014).
Los diuréticos pueden provocar cambios en el flujo renal secundariamente a su accion sobre las
PGs intrarrenales, al estimular su sintesis a nivel intrarrenal o al inhibir su catabolismo, lo que
favorece su funcién vasodilatadora dentro del rifién (Wang y cols., 2012). Por eso los AINEs, que
inhiben la sintesis de PGs, pueden antagonizar parcialmente la accién diurética al inhibir la

actividad vascular.

Los efectos de los diuréticos sobre el rifion sumados a los efectos de los farmacos mas
usados para tratar la HTA se relacionan con el DRA. Se ha visto que la combinacion de diuréticos
de tipo asa como la furosemida con un IECA (enalapril), se asocia con la aparicion de DRA
(Fabiano y cols., 2016), asi mismo la furosemida con sus efectos sobre la hemodinamica, favorece
la disminucion de la perfusion renal aumentando el riesgo de DRA (Wang y cols., 2012). Por tal

razon, los diuréticos en combinacion con IECAS/ARAII y AINEs en triple terapia pueden
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aumentar la probabilidad de que ocurra un DRA en diferentes poblaciones de riesgo (Gambaro y
Perazella, 2003; Gomelsky y cols., 2020; Lucas y cols., 2019; Mansfield y cols., 2016; Prieto-Garcia y
cols., 2016; Ruedinger y cols., 2012), lo que hace necesaria una vigilancia sobre estos pacientes y una
evaluacion del riesgo de desarrollar DRA con el uso de terapias combinadas, intentado ajustar las

dosis de acuerdo a la situacion de cada paciente.
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Tabla 4. Diuréticos, sus indicaciones y efectos adversos (Roush y cols., 2014) ADH: hormona antidiurética; FG: filtrado glomerular; LDL.:
lipoproteina de baja densidad; SIADH: sindrome de secrecion inadecuada de la hormona antidiurética.

Diurético

Uso clinico

Reacciones Adversas

Diuréticos de Asa
(Furosemida, torasemida,
Bumetanida, etc.)

Edemas: Insuficiencia cardiaca congestiva,
cirrosis hepdatica, sindrome nefrético,
hipertensién con FG <30 ml/min,
hipercalcemia, SIADH, acidosis tubular
renal, etc.

Disminucién de volumen sanguineo, disminucién sérica de
K*, Na™, Mg*™ e H*. Incremento de dcide irico, glucosa,
colesterol, LDL, triglicéridos. Nefritis intersticial.

Tiazidicos
(Hidroclorotiazida, clorotiazida,
efc.)

Diabetes insipida nefrogénica, edema ligero,
litiasis renal de calcio. Hipertensidn e
hipertension resistente (Clorfalidona e
indapamida).

Hipotensién ortostatica. Disminucion sérica de KT, Na™,
Mgt e H*. Incremento de dcido drico, glucosa, colesteral,
LDL, triglicéridos. Mefritis intersticial. Disfuncion erectil,
impotencia y acumulacién de litio.

Ahorradores de potasio
(Trianterene, amilorida)

Hipertensidn con pérdida de KT o Mg™,
sindrome de Liddle.

Incremento de K+, Cl-, H*. Triantereno y amilorida:
erupcién cutdnea, ndusea y flatulencia. Triantereno:
nefrolitiasis.

Antagonista de la aldosterona
(Espironolactona vy eplerenona)

Hipertension perdido de K+ o Mgt,
hipertension resistente, aldosferonismo
primario, insuficiencia cardiaco congestiva.

Ginecomastia, disminucién de la libido masculina por
espircnolactona.

Inhibidores de la anhidrasa
carbénica
(Acetazolamida)

Glavcoma, alcalosis metabolica, mal de

altura, resistencia a divréticos.

Disminucién del volumen hidrico, hipocalemia, acidosis

metabélica hiperclorémica, parestesia, debilidad.

Osmético (Manitol)

Edema cerebral.

Disminucién del volumen hidrico, K¥ e HY. Insuficiencia
cardiaca congestiva, ndusea, voémito, fiebre, confusion y

letargia.

Antagonista de la ADH

Uso a corto plazo en hiponatremia
euvolémica, hipervolemia hiponatrémica,
SIADH.

Aumento de la sed, sequedad de la boca, hipocalemia,

hipernatremia.
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6. Factores que favorecen el dafio renal agudo

Existen numerosos factores de riesgo que pueden favorecer el DRA, los cuales determinan la
aparicion de numerosas complicaciones, siendo necesario identificarlos preferiblemente de
forma precroz para estratificar a la poblacion y, conocer los pacientes con mayores
posibilidades de sufrir un DRA. Dentro de los factores de riesgo mas importantes se encuentra:
la edad avanzada, la deshidratacion, la HTA, la DM, y el uso de farmacos nefrotoxicos, entre

otros.

6.1 Edad

Dentro de las condiciones predisponentes mas importantes para sufrir un DRA se encuentra
el envejecimiento, puesto que la mayoria de los pacientes afectados superan los 65 afios (Melo y
cols., 2020), siendo el DRA prerrenal el més frecuente debido a la hipoperfusion renal (Lameire y
cols., 1999; Ostuni y Musso, 2019). Esto se fundamenta por estudios realizados con pacientes
mayores de 90 afios, donde se evidencio que el 45 % de los hospitalizados padecieron un DRA, y
presentaron una mayor estancia hospitalaria, con necesidad de cuidados intensivos, asi como el
uso de vasopresores y ventilacion mecéanica (Sousay cols., 2020). Esto se debe a que, en esta edad,
los pacientes suelen presentar una disminucion del flujo plasmatico renal, acompafiado de un
aumento de la resistencia vascular renal en la arteriola aferente, que resulta en un incremento de
la presion glomerular y que desafortunadamente favorece la hiperfiltracion que dafa los capilares
glomerulares. Igualmente, en los pacientes mayores la funcion glomerular estd disminuida, las
reservas funcionales estan reducidas y hay una limitacién en la capacidad de adaptacion en
condiciones extremas o durante grandes demandas (Gekle, 2017). Los cambios estructurales que
ocurren en el glomérulo incluyendo la esclerosis de los capilares, la hipertrofia de los podocitos,
el engrosamiento glomerular y la expansion mesangial, contribuyen a una reduccion de la filtracion

glomerular, y al aumento de la excrecion de proteinas (Martin y Sheaff, 2007).
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6.2 Deshidratacién

La deshidratacion es la pérdida excesiva de agua con o sin Na*, el cual es un complejo
problema con numerosos efectos adversos sobre la salud, asociada a una reduccion de la calidad
de vida, ingresos hospitalarios, aumento del costo en atencion sanitaria y aumento de la mortalidad
(Paulis y cols., 2020). Esto se ve reflejado en los pacientes méas envejecidos, donde se observa un
riesgo mayor de sufrir deshidratacion debido a la pérdida de la sensacion de sed, lo que favorece
la disminucion de la ingesta, y a un aumento en la pérdida de agua (Jéquier y Constant, 2010) que
puede ser causada por: diarreas, vomitos, sangrados, glucosuria o el uso de diuréticos. Como
consecuencia, la deshidratacion esta presente en el 1 % de las causas de DRA por la hipovolemia
que produce en pacientes mayores admitidos en centros hospitalarios (Lameire y cols., 1999). A
esto se afiade que los pacientes mayores presentan una disminucion del flujo plasmatico renal y de
la TFG, que favorece la reabsorcion pasiva de liquido aumentando el riesgo de sobrecarga hidrica
e hiponatremia; pero, independientemente a lo anterior, por norma general, el rifién envejecido es
mas propenso a perder Na* y es incapaz de conservarlo de manera eficaz bajo condiciones de
presion. Los factores implicados en este fenémeno incluyen los efectos que produce la edad sobre
el PNA, el SRAA y sobre la funcién tubular renal (Koch y Fulop, 2017).

En los pacientes mayores, se pierde la capacidad de concentracion de la orina
concomitando con una relativa resistencia a la accién de la ADH, a pesar de tener concentraciones
mas elevadas que las observadas en pacientes jovenes. Junto con esto se observa una disminucién
de la actividad de la renina, y menor accion de la aldosterona, que combinadas, aumentan el riesgo
de deshidratacion (Jéquier y Constant, 2010; Koch y Fulop, 2017). De igual modo se ha podido
constatar que el uso de farmacos que actian sobre el SRAA y los diuréticos, favorecen en los
pacientes envejecidos la aparicion de eventos graves como son: desordenes metabolicos,
electroliticos y endocrinos, DRA, y eventos agudos cardiovasculares. Ademas, los diuréticos
favorecen y agravan la deshidratacion por lo que se recomienda el uso de estos farmacos con

precaucion (Ruedinger y cols., 2012).
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6.3 Otras comorbilidades

Existen numerosas causas de DRA (Tabla 2), pero al envejecimento se deben sumar las
comorbilidades como la DM, ERC y por supuesto, la HTA. Estas enfermedades requieren el uso
de medicamentos que estresan y alteran la hemodinamica renal o simplemente son nefrotdxicos
(Makris y Spanou, 2016). La activacion de la actividad simpatica es un determinante importante
del pronostico de la HTA, que favorece la aparicion de complicaciones en el estado hipertensivo,
como la IC, la ERC, el infarto agudo de miocardio, y los eventos cerebrovasculares tromboticos o
isquémicos. Esto nos dice que la HTA esencial, con su activacion adrenérgica, tiene un impacto
adverso en el pronostico del paciente (Grassi y cols., 2012). Asi mismo existen diferentes
mecanismos subyacentes especificos de la HTA que incluyen: cambios hemodindmicos, aumento
de la rigidez arterial, desregulacién neuro-hormonal y del SNA, asi como el envejecimiento del
rindn (Oliveros y cols., 2020), que combinados con los otros aspectos antes mencionados
favoreceran la aparicion de DRA. Por ello, el manejo farmacoldgico de la HTA en pacientes
envejecidos (Nilsson, 2017), deshidratados (Ruedinger y cols., 2012) y con otras comorbilidades,
debe ser realizado con cautela, evaluando los riesgos existentes de forma individual, intentando

disminuir la probabilidad de desencandenar un DRA.

7. Métodos diagnosticos del dafio renal agudo

Actualmente el diagndstico del DRA se basa en los criterios descritos en la tabla 1, donde
los valores de la CrP y la diuresis son los elementos utilizados para determinar el estadio o la
evolucién en que se encuentra un paciente con DRA. El diagnostico de DRA conlleva el estudio
de analiticas clinicas que nos permiten estimar la funcion renal. También es necesario estudiar la
composicién de la orina e incluir los estudios de imagen (Avendario, 2009). Pero actualmente se
busca incorporar nuevas herramientas en el diagndstico del DRA, debido a las limitaciones
existentes, como es el uso de biomarcadores (enumerados mas adelante en la Tabla 6) mas
especificos, que permitan hacer una deteccion mas temprana y establecer un prondstico mas

adecuado en los pacientes que padecen esta enfermedad.
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7.1 Estudio de la funcién renal

La determinacion de la funcion renal se realiza por la estimacion de la filtracion glomerular.
La sustancia mas utilizada en la clinica para esa estimacion es la creatinina, la cual es una molécula
endogena de 113 kDa (Edelstein, 2017), producida por el metabolismo del muasculo esquelético y
cuyos valores se mantienen constantes. Aungue no es la sustancia mas ideal, su aclaramiento es el
que mas se aproxima al FG, ya que su eliminacion es casi exclusivamente renal, y el aumento de

los niveles plasméticos de creatinina indican una disminucion del FG (Avendafio, 2009).

A pesar de que las elevaciones de la CrP se utilizan rutinariamente para diagnosticar
clinicamente el DRA junto con los cambios en la produccion de orina, se sabe que esta medida de
laboratorio es un marcador poco fiable de disfuncion renal en la mayoria de los pacientes, debido
a que se producen fluctuaciones en su produccion incluso en sujetos sanos, ya que su valor puede
variar dependiendo del peso, sexo, raza y edad, sobre todo en pacientes ancianos y fragiles
(Andreucci y cols., 2017; Haase y cols., 2011). Como consecuencia, un paciente anciano puede
tener un DRA con valores absolutos bajos de creatinina, que oculta el diagnostico y retrasa el
tratamiento temprano (Ostuni y Musso, 2019). Por otro lado, la CrP solo aumenta 24-48 horas
después del evento lesivo renal, dado que la TFG debe reducirse aproximadamente a la mitad de
su valor normal antes de que la concentracién de CrP comience a elevarse por encima de su limite
superior normal. Ademas, no permite determinar la hemodindmica que diferencia al DRA

prerrenal entre el parenquimatoso y la nefropatia obstructiva (Andreucci y cols., 2017).

Para minimizar los problemas relacionados con las caracteristicas fisicas del paciente, se
utiliza la tasa de filtracion glomerular estimada (TFGe), calculada por la férmula MDRD:
Modification of Diet in Renal Disease (Modificacion de la dieta en la enfermedad renal) o por la
CKD-EPI: Chronic Kidney Disease- Epidemiology Collaboration (Enfermedad renal cronica-
Colaboracion epidemiologica), o mediante la formula de Cockcroft-Gault. Sin duda, tanto la
formula MDRD como la CKD-EPI, son mas precisas que la formula de Cockcroft-Gault, y son las
mas usadas en el ambito de la investigacién médica, pero la Gltima es la mas utilizada en la practica
clinica, especialmente cuando no necesitamos un valor de la TFG extremadamente preciso, porque
es facil de memorizar y sencilla de calcular sin la necesidad de una calculadora (Andreucci y cols.,
2017; Emeigh Hart, 2005):
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Ecuacion de Cockcroft y Gault:

(140—-Edad) x Peso (kg)

TFGe = x (0,85 si es mujer)

72 x CrP (mg/dL)

Por otro lado, la urea es el principal producto final del catabolismo proteico. Se sintetiza
exclusivamente en el higado a partir del amoniaco y del dioxido de carbono por las enzimas del
ciclo de la urea y se libera al plasma, y posteriormente se excreta predominantemente (> 90 %) a
través del rifion. La urea se filtra libremente en el glomérulo, pero también se difunde libremente
fuera del tibulo y una cantidad muy variable pero significativa (40 a 70 %) vuelve a entrar en el
liquido extracelular y finalmente termina en el plasma. El grado de reabsorcion de urea es en
general inversamente proporcional a la TFG (Emeigh Hart, 2005; Vaidya y cols., 2008a). La
medida de urea se hace a través de la determinacion del BUN, un marcador usado en el DRA, pero
al igual que la creatinina, el BUN es subdptimo para el diagnéstico del DRA ya que también
depende de factores no renales independientes a la funcién renal; por ejemplo, la ingesta de
proteinas, el propio estado catabdlico, la hemorragia digestiva alta, la volemia y algunas terapias
con dosis altas de esteroides. Por lo tanto, las alteraciones de la CrP y del BUN en el DRA no son
particularmente sensibles o especificas para diagnosticar pequefios cambios en la TFG (Edelstein,
2017).

Los criterios diagndésticos del DRA (Tabla 1) también incluyen el volumen de diuresis, ya
que los signos clinicos del DRA isquémico/nefrotdxico pueden ir desde la oliguria, secundaria a
la caida de la TFG, hasta llegar a la anuria. Asi mismo, en el estudio de sangre se puede encontrar:
hiponatremia, acidosis metabdlica, hiperpotasemia, hipocalcemia, hiperfosfatemia, y anemia. De
igual modo, es importante el estudio de iones como el Na*, que permite estimar la excrecion
fraccional de Na* (EFNa), necesaria para determinar los criterios de funcionalidad del DRA, ya
que en el DRA prerrenal (funcional) los tubulos renales estan intactos y funcionan adecuadamente,

permitiendo la reabsorcion de este ion (Andreucci y cols., 2017; Vaidya y cols., 2008a).

Cuando el valor de la EFNa es <1,0 % podemos descartar un dafio tubular y por ende la

reabsorcién no se encuentra alterada, lo que indica que el DRA es funcional o prerrenal. Como
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resultado habra oliguria y la orina tendra una concentracion de Na* baja (generalmente <20 mEg/L)

con sedimento normal (Andreucci y cols., 2017).

Los marcadores tradicionales de dafio renal en sangre (creatinina, BUN), asi como los
resultados encontrados en el analisis de orina (células epiteliales, cilindros tubulares, EFNa y la
capacidad de concentracion urinaria, etc.) son pocos sensibles e inespecificos para el diagnostico
del DRA (Vaidyay cols., 2008a).

Tabla 5. Pardmetros de funcionalidad en el dafio renal agudo (Peregrin y cols., 2019).

Dafio renal agudo (DRA) Funcional (prerrenal) Establecida (parenquimatosa)
Na" en orina (Nao) <20 mEq/I > 20 mEg/I
Cociente Na/K orina K* > Na* Na" > K*
Osmolaridad orina >500 mOs/Kg <350 mOs/Kg
EFNa (%) <1% >1-2 %
CrU/CrP > 40 <20
IFR (%) <1% >1%

CrU: creatinina urinaria; CrP: creatinina plasmatica; EFNa: excrecion fraccional de Na*; EFNa = [NaU *
CrP/NaP*CrU]*100; IFR: indice de fallo renal, IFR = CrP/(NaP*CrU).

7.2 Estudios de imagen

Los estudios de imagen tienen un papel fundamental en el diagnoéstico diferencial del DRA.
A través de estas técnicas podemos hacer una evaluacion de los rifiones observando su tamafio y
contorno, las caracteristicas del arbol vascular del enfermo y su patrén de perfusion, asi como
valorar posibles problemas obstructivos de las vias urinarias (Avendaiio, 2009). A través de la
ecografia se puede identificar un aumento de la ecogenicidad en el DRA parenquimatoso
(Avendario, 2009) y al mismo tiempo se puede diagnosticar el DRA producido por mecanismos

obstructivos (Hain y Paixao, 2015; Monedero y cols., 2011; Peregrin y cols., 2019). Asi mismo,
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con la ecografia Doppler se puede obtener informacion de las arterias y venas renales de manera
incruenta que nos habla del estado de la perfusion renal (Avendafio, 2009; Ostuni y Musso, 2019);
de igual manera el uso de la ecografia es util para realizar la biopsia renal, necesaria ante la
sospecha de DRA por glomerulonefritis, pero estad contraindicada en pacientes que presentan

hemorragias 0 HTA no controlada (Commereuc y cols., 2014; Ostuni y Musso, 2019).

Los nuevos métodos de imagenes diagnosticas como la resonancia magnética nuclear
(RMN) y los estudios angiograficos son muy utiles para el diagndstico del DRA, pues permiten
identificar alteraciones en la hemodinamica intrarrenal, el nivel y el grado de extension de la
disfuncion tubular proximal e identificar la presencia de inflamacion renal (Monedero y cols.,
2011). Es mas facil detectar cuadros obstructivos y otras alteraciones que con la ecografia renal,
pero previamente a la realizacién de los estudios angiogréficos y otros estudios que necesiten
medios de contraste, se debe valorar el riesgo nefrotdxico rigurosamente (Avendafio, 2009).

7.3 Nuevas estrategias diagnosticas del DRA

Independientemente de la causa que provoca el DRA existe una disminucidn progresiva de
la TFG, por lo cual, es importante llegar al diagndstico de forma precoz para insturar el tratamiento
lo antes posible y preservar la funcion renal. Actualmente el criterio diagnéstico se sigue basando
en los valores de CrP o en la disminucion de la diuresis (0 ambas cosas), pero la medida de la CrP
es poco fiable para el diagndstico de dafio renal en la mayoria de los pacientes y sobre todo en los
ancianos (Hain y Paixao, 2015; Ostuni y Musso, 2019). Debido a que existe un desfase temporal
entre la aparicion de las primeras lesiones renales (por el reclutamiento de la reserva funcional
renal) y el aumento de la CrP, se hace necesaria la busqueda de biomarcadores urinarios especificos
del DRA que permitan orientar el diagnostico precoz y el tratamiento (Commereuc y cols., 2014;
Monedero y cols., 2011).

El objetivo con estos biomarcadores es identificar oportunamente el DRA y con ello
mejorar el tratamiento (Weiss y cols., 2019). Ademas, se busca lograr un diagndstico mas preciso
debido a que se pueden relacionar algunos biomarcadores con caracteristicas especificas del DRA,
y pueden demostrar perfiles dependientes del tiempo que reflejan la patologia del dafio (Basu,
2020; Nadkarni y cols., 2017). Los estudios han enfatizado que muchos biomarcadores nuevos son
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superiores a los marcadores convencionales para el diagnostico temprano, para determinar el
prondstico y en la estimacion de la mortalidad a largo plazo. En los Gltimos afios se ha incluido en
el diagnostico clinico y bioquimico del DRA diferentes biomarcadores que han aportado
numerosos beneficios adicionales, demostrado por los estudios realizados en miles de pacientes.
Por ejemplo, el producto TIMP-2 (inhibidor tisular de metaloproteinasas) e IGFBP7 (factor de
crecimiento insulinico tipo 7) predijo el DRA de moderado a grave con un 92 % de precision
(Bihorac y Kellum, 2015; Meersch y cols., 2014; Ronco y cols., 2012; Weiss y cols., 2019). Los
biomarcadores son cada vez mas fiables en términos de especificidad y sensibilidad, y existen
ensayos para su identificacion con una alta sensibilidad y un amplio rango de deteccion, lo cual ha
mejorado la capacidad de deteccion del dafio por debajo de los valores del corte anteriormente
establecidos (Ronco y cols., 2012). Muchos de los nuevos biomarcadores de lesion se liberan en
los tubulos, marcando el lugar mas probable de la misma. Esto nos permite sacar conclusiones
sobre diversos mecanismos de lesion y sobre los aspectos de la funcion renal. De igual forma, los
biomarcadores se pueden clasificar en biomarcadores inflamatorios como el caso de NGAL
(lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos), IL-6, IL-18 (interleucina 6 e interleucina 18);
biomarcadores de dafio renal como es KIM-1 (molécula de dafio renal) y L-FABP (proteina
hepatica fijadora de acidos grasos); asi como aquellos biomarcadores que se relacionan con la
detencion del ciclo celular: TIMP-2 o IGFBP-7. Aparte de estos biomarcadores antes
mencionados, también existe otro gran numero que pueden incluirse en los grupos antes
mencionados, como el caso de la cistatina C, NAG (N-acetil-B-D-glucosaminidasa), entre otros
(Andreucci y cols., 2017; Basu, 2020; Doi y cols., 2012; Edelstein, 2017; Emeigh Hart, 2005;
Forni y cols., 2017; Gomelsky y cols., 2020; Luft, 2020; Malhotra y Siew, 2017; D. Marx y cols.,
2018; Vaidya y cols., 2008a), los cuales pueden determinarse de forma econémica mediante
procedimientos de laboratorio rutinarios (Weiss y cols., 2019). Los principales biomarcadores

usados en el diagnostico del DRA se resumen junto a los antes mencionados en la tabla 6.
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Tabla 6. Resumen de los principales biomarcadores de dafio renal (Andreucci y cols., 2017;
Apausa Cuesta, 2019; Blanco-Gozalo, 2017; Edelstein, 2017; Emeigh Hart, 2005; Forni y cols.,
2017; Gaido y De Carvalho Paiva, 2017; Gomelsky vy cols., 2020; Luft, 2020; Malhotra y Siew,
2017; Marx y cols., 2018; Vaidya y cols., 2008).

Biomarcador Ubicacion del ~ Determinacion Funcion
dafo
Angiotensindgeno Dafio Tubulo  Orina Sustrato de la renina en el
Proximal SRAA, para la regulacion
de la PA
Cistatina C Funcional-Tubular Orina y suero Inhibidor de proteasa
Proximal
Clusterina Dafio Tabulo  Orina Antiapoptoética y
Proximal-Distal promueve supervivencia
celular
IGFBP7 Detencion del ciclo Orina Aumento de p53y p21
celular Detiene ciclo celular
IL-18 Dafio Tabulo  Orinay suero Sobrerregulacion en el
Proximal DRA isquémico,

Proinflamatoria

Promueve apoptosis Yy

necrosis
KIM-1 Dafio Tabulo Orina Promueve apoptosis,
Proximal eliminacién de células

necréticas, remodelacion
del epitelio dafiado
L-FABP Dafio Tabulo  Orina Proteccion  frente  a
Proximal especies  reactivas de
oxigeno, sobrerregulacion
durante el dafio por

isquemia reperfusion
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NAG Dafio Tubulo Orina Enzima lisosomica del
Proximal tibulo proximal, cataliza

la hidrdlisis de los enlaces

glucosidicos
NGAL Dafio Tubulo Distal, Orinay suero Previene la formacion de
Colector, Proximal radicales de hidroxilo
Promueve la

supervivencia de las

células tubulares

PAI-I Dafio Tubulo Orinay suero Inhibidor de la fibrolisis
Proximal

TIMP-2 Detencion del ciclo Orina Aumento de p53 y p21
celular Detiene el ciclo celular

DRA: dafio renal agudo; IGFBP-7: factor de crecimiento insulinico tipo 7; IL-18: Interleucina 18; KIM-1:
molécula de dafio renal 1; L-FABP-1: proteina hepatica fijadora de acidos grasos; NAG: N-acetyl-B-D-
glucosaminidasa; NGAL.: lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrofilos; PA: presion arterial; PAI-1:
inhibidor del activador de plasmindgeno; SRAA: Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona; TIMP-2:

inhibidor tisular de mataloproteinasas.

Los diferentes métodos utilizados para el diagndstico del DRA incluidos los biomarcadores
renales, deben ser integrados para crear nuevas herramientas que permitan un diagnéstico
temprano y diferencial del DRA. Los biomarcadores podrian tener un papel preponderante, no solo
para el diagnostico precoz (Vaidya y cols., 2008a; Weiss y cols., 2019) sino también al momento
de evaluar la gravedad, la progresion, los mecanismos patolégicos implicados y el estado

hemodinamico de los pacientes con DRA (Marx y cols., 2018).

Actualmente se busca desarrollar nuevas estrategias para el diagnéstico del DRA, con el
fin potenciar la utilidad de los biomarcadores existentes, e involucrar el estudio de las distintas
comorbilidades y factores de riesgo asociados al DRA. Por ejemplo, un estudio analiz6 de forma
retrospectiva por medio de un nomograma, las historias clinicas de 1900 pacientes sometidos a
cirugia cardiaca durante 5 afios, el cual arrojé que el 71 % de los pacientes desarroll6 un DRA en

estadio 1, el 17 % en estadio 2 y el 8 % en estadio 3. Los cuales mediante un analisis multivariante
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determinaron que los factores que favorecieron el DRA asociados a la cirugia cardiaca fueron los
siguientes: la edad, la TFG, los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH), el tiempo de protrombina
(TP) perioperatorio; los antecedentes de cirugia, de transfusion, de arritmia cardiaca, de
enfermedad coronaria y la presencia de ERC. También se determind que algunos farmacos usados
antes de la cirugia favorecian la aparicion de DRA, dentro los cuales se encontraban: los
blogueadores de los canales de Ca?*, inhibidores de la bomba de protones, AINEs, antibiéticos o
estatinas. Ademas, el nomograma demostré una buena precision en la estimacion del DRA
asociada a cirugia cardiaca (Gomelsky y cols., 2020; Guan y cols., 2019). Estos resultados ponen
de manifiesto la gran importancia que tienen los factores de riesgo y las distintas comobibilidades
en el DRA, que sumados a la informacién que nos brindan los biomarcadores pueden integrarse
para desarrollar herramientas mas eficaces que puedan predecir el riesgo de DRA y establecer el
pronostico del paciente. Otros estudios han identificado como posible biomarcador el estudio de
la reserva funcional renal, ya que puede predecir (segun la disminucién previa de su valor) el riesgo
que tiene un paciente de sufrir un DRA en caso de someterse a una cirugia cardiaca (Jufar y cols.,
2020).

Por otra parte, se han analizado muchas combinaciones y paneles de biomarcadores (Rizvi
y Kashani, 2017), asi como numerosos estudios de metaanalisis, los cuales han evidenciado que
los pacientes ingresados en estado critico por DRA, necesitan un analisis del pronéstico
individualizado y personalizado en vez de un pronostico basado en datos estadisticos de riesgo de
una poblacion. Todos estos estudios buscan obtener datos concluyentes que permitan refinar el

diagnostico haciéndolo mas preciso, sofisticado y dinamico (Basu, 2020).
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OBJETIVOS

El tratamiento combinado con IECASs, diuréticos y AINEs (conocido como Triple
Whammy) puede provocar complicaciones hemodinamicas y renales, especialmente en pacientes
de riesgo. A pesar de la importancia de este sindrome no existe un modelo experimental animal
que reproduzca las alteraciones hemodindmicas sistémicas y renales, que identifique posibles
factores de riesgo, y que permita estudiar los procesos fisiopatoldgicos implicados y caracterizar

el dafio renal.

Por ello, en este trabajo de investigacion nos hemos planteado los siguientes objetivos:

Desarrollar y validar un modelo experimental de DRA desencadenado por un AINE (el
ibuprofeno) en ratas hipertensas previamente tratadas con una doble terapia
antihipertensiva formada por un diurético (la furosemida) y un IECA (el trandolapril).

Estudiar el efecto de la restriccion de la ingesta de agua y de la edad sobre el DRA

inducido por el uso combinado de estos farmacos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Modelo experimental

1.1 Mantenimiento de los animales

Se utilizaron ratas espontaneamente hipertensas (SHR) macho de 3 meses con un peso
aproximado de 260-280 gramos, y SHR machos de 7 meses con un peso aproximado de 350-400
gramos, procedentes del Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de
Salamanca y de la empresa Charles River, respectivamente. 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 y filtrado de aire, ciclos de luz

y oscuridad cada 12 horas) que facilitan la reproducibilidad de los experimentos.

Todos los animales se alimentaron con una dieta estandar (A@d4, Panlab), con la siguiente
composicion: proteina bruta (17,62 % del total), materias grasas brutas (2,50 %), celulosa bruta
(4,05 %), cenizas brutas (4,38 %), almidén (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).

1.1.1 Manejo de los animales

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
2010/63/UE del Parlamento y del Consejo Europeo, relativa a la proteccion de los animales
utilizados para fines cientificos; la Ley 32/2007 del Estado Espafiol, para el cuidado de los

animales, en su explotacién, transporte, experimentacion y sacrificio; y los Reales Decretos RD
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1201/2005 y RD 53/2013 sobre la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y

otros fines cientificos.

El sacrificio de los animales se llevd a cabo siguiendo las guias para la eutanasia de los
animales de experimentacion detalladas en el Anexo Il del RD 53/2013 (modificado
recientemente por el RD 118/2021), relativo a la proteccién de los animales utilizados en

experimentacion, otros fines cientificos y la docencia.

1.2 Modelo animal

1.2.1 Modelo animal: Desarrollo de un modelo de DRA inducido por Triple

Whammy en ratas SHR de 3y 7 meses

Decidimos desarrollar un modelo animal para caracterizar el DRA asociada al uso de los
farmacos IECAs, diuréticos, y AINEs, el cual se conoce como Triple Whammy (TW), (Camin y
cols., 2015). En este trabajo de investigacién hemos utilizado la combinacién de trandolapril,

furosemida, e ibuprofeno para inducir el DRA.

1.2.1.1 Disefio Experimental

Los estudios realizados previamente en nuestro grupo de investigacion nos permitieron
determinar la dosis y los farmacos necesarios para inducir el DRA, los cuales se detallan en la
tabla 7. De igual modo, estudios anteriores ayudaron a determinar los grupos experimentales y las
comorbilidades necesarias en estos animales, como la presencia de HTA o la deshidratacién. Asi
mismo, en la figura 10 podemos ver la representacion esquematica del desarrollo del experimento.
Se hicieron dos grupos experimentales con ratas SHR de 3 meses de edad y ratas SHR de 7 meses
de edad. A su vez cada grupo fue dividido en dos subgrupos: a un subgrupo administramos los tres
farmacos sin restriccion del volumen de agua de bebida (TW) y al otro subgrupo administramos
los tres farmacos y ademas se restringio el volumen de agua de bebida para favorecer la

deshidratacion (TW+DES). Igualmente, se hicieron dos grupos controles (CT) con ratas SHR de 3
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y 7 meses de edad, donde ambos reciben solamente el vehiculo (suero salino 0,9 %); de la misma
forma que las ratas tratadas, los controles fueron divididos en dos subgrupos: un grupo control al

que colocamos agua (CT) y otro grupo control con agua y restriccion del volumen (CT+ DES)
para favorecer la deshidratacion.

Tabla 7. Farmacos utilizados, via de administracion y dosis administrada. IP: intraperitoneal.

Farmacos Via Medio disolucion Dosis administrada Observaciones
Furosemida IP NaCl 0,9 % 20 mg/kg/dia pH 9,0-9,3

(ajustar con NaOH 1N)
Trandolapril Oral Agua 0,7 mg/Kg/dia

Ibuprofeno Oral Agua 400 mg/kg/dia
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B D1 D2 D3 D4 D5 D6

ety

o+(0
o+

o+GU

N
(=)
() F
()P

@ Agua de bebida @ cxtraccion de sangre GWD Extraccidn de rifiones ﬁ Furosemida intraperitoneal

g NaCl intraperitoneal Ratas con 15 ml/dia de agua cada una D Ratas con 40 ml/dia de agua cada una

Determinacién de la presidn arterial

Recoleccion de orina + Sacrificio de los animales

Figura 10. Representacion esquematica del modelo animal. Se indica: los diferentes dias y puntos del estudio con los diferentes procedimientos
realizados a los animales, los grupos experimentales y la via de administracion de los farmacos. B: basal; CT: control; CT+DES: control +
deshidratacion; D1: dia 1; D2: dia 2; D3: dia 3; D4: dia 4; D5: dia 5; D6: dia 6; I: ibuprofeno; T: trandolapril; TW: Triple Whammy; TW+DES:
Triple Whammy + deshidratacion.
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1.2.1.2 Grupos experimentales

Basandonos en lo anterior (estudios previos, farmacos, comorbilidades y puntos de estudio) se

establecieron los siguientes grupos experimentales:

e Grupo SHR-control (CT): ratas SHR de 3 (n=3), y 7 (n=6) meses respectivamente, con
suero salino 0,9 % intraperitoneal (IP) tratadas durante seis (6) dias. ElI volumen de agua de bebida
diario disponible fue de 40 mL/dia/rata.

e Grupo SHR-control + Deshidratacion (CT + DES): ratas SHR de 3 (n=3), y 7 (n=6) meses
respectivamente, con suero salino 0,9 % intraperitoneal (IP) tratadas durante seis (6) dias. El

volumen de agua de bebida diario disponible fue de 15 mL/dia/rata.

e Grupo SHR-Triple Whammy (TW): ratas SHR de 3 (n=4), y 7 (n=12) meses tratadas
simultaneamente con furosemida intraperitoneal (IP) 20 mg/kg/diay trandolapril 0,7 mg/kg/dia en
agua de bebida durante seis (6) dias. El cuarto dia (D4) se administrd, junto con los farmacos
anteriores, ibuprofeno 400 mg/kg/dia en el agua de bebida hasta completar los seis (6) dias. El

volumen de agua de bebida diario disponible fue de 40 mL/dia/rata.

e Grupo SHR-Triple Whammy + Deshidratacion (TW + DES): ratas SHR de 3 (n=6), y 7
(n=14) meses tratadas simultdneamente con furosemida intraperitoneal (IP) 20 mg/kg/dia y
trandolapril 0,7mg/kg/dia en agua de bebida durante seis (6) dias. El cuarto dia (D4) se administro,
junto con los farmacos anteriores, ibuprofeno 400 mg/kg/dia en el agua de bebida hasta completar

los seis (6) dias. El volumen de agua de bebida diario disponible fue de 15 mL/dia/rata.
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2. Teécnicas experimentales in vivo

2.1 Recogida de orina de 24 horas: jaulas metabdlicas

Se utilizaron jaulas metabdlicas individuales (Figura 11), (Panlab) para la recogida de la
orina de 24 horas de los animales. Estas jaulas estan perfectamente disefiadas 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 sitdan en un habitaculo de policarbonato transparente donde disponen de acceso a
comida y agua. Este habitaculo presenta un suelo de rejilla que permite la caida de las heces y de

la orina a un embudo especialmente disefiado para la separacion entre el liquido y el sélido.

Figura 11. Jaula metabdlica. a: recipiente con comida; b: biberdn con el agua de bebida;
c: colector de heces; d: colector de orina.

Este método para la recoleccion de orina resulta estresante para los animales, de forma que
se realiz6 un periodo de acostumbramiento de 24 a 48 horas antes de la recogida de las muestras
y de los datos, para que el animal pudiera acostumbrarse al habitaculo. Aun asi, las jaulas
metabolicas 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 afiadio

aceite mineral (Panreac) al correspondiente colector para evitar la evaporacién de la orina y azida
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sodica al 0,1 % para evitar la contaminacion bacteriana de la muestra. En nuestro modelo
experimental se mantuvo a los animales en las jaulas metabdlicas durante un tiempo aproximado
de cuatro (4) dias y medio para recoger orina en los tres puntos del estudio. Después de recolectar
la muestra basal, los animales con los diferentes farmacos (segun el grupo experimental) se
mantuvieron en jaulas normales individualizados para minimizar el estrés producido por la jaula
metabolica, y se volvieron a introducir a primera hora del dia cuatro (D4) y del dia seis (D6) para
recolectar la orina de estos puntos de estudio al momento de completarse las 24 horas. Tras la
recogida de la orina, esta se proceso para eliminar el aceite mineral y otros elementos (resto de
comida, pelos del animal, etc.) con los que se hubiera podido contaminar la muestra. Para ello, se
centrifugé a 2000 x g durante ocho (8) minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
prepararon alicuotas que se conservaron a -20°C o0 -80°C en funcion del anélisis que se fuera a

realizar.

2.2 Control de la ingesta de agua

Se control la ingesta de agua de cada animal de forma minuciosa desde el dia anterior al
inicio del tratamiento y durante los seis (6) dias sucesivos del experimento. Para ello, se midio el
volumen del agua que administrabamos a la rata en los biberones, y al siguiente dia contabilizamos
el volumen de liquido restante. Para realizar un control del volumen ingerido los dias que no
estaban en las jaulas metabolicas, las ratas se mantuvieron en jaulas de 429 x 269 x 180 cm (800,1
cm?) individualizadas; lo que nos permitié llevar un control del volumen ingerido dia por dia de
cada animal. Se estimo el balance hidrico diario de cada animal teniendo en cuenta los ingresos de
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 célculo 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 ...).
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2.3 Recoleccion de muestras de sangre y obtencion del plasma

Se recolectaron muestras de sangre de los animales mediante la canulacién de la vena
caudal. Se anestesi6 a los animales con isofluorano inhalatorio (Vetflurane, Virbac) al 5 % para
inducir y a 3 % para mantener a los animales anestesiados, con el fin de evitar dolor al animal y
facilitar la manipulacion al investigador. Para canular la vena caudal se utilizé un catéter de 25 G
(BD Insyte) y se recogio la sangre directamente del catéter con la ayuda de capilares heparinizados
(Deltalab). Su contenido se depositd en tubos tipo eppendorf y estos se centrifugaron a 7000 x g,
a 4°C durante cuatro (4) minutos para la obtencion del plasmay de los restos celulares. EI plasma

se conservé a -20°C 0 -80°C para su posterior analisis.

2.4 Determinacion de la presion arterial en la cola por esfigmomanometria

La presion arterial sistélica (PAS) y presion arterial diastolica (PAD) permitieron calcular
la presion arterial media (PAM) y se determinaron mediante un método no invasivo en la cola del
animal. Es un método simple y no traumatico que permite trabajar con el animal despierto y
realizar un seguimiento de este 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 (del inglés non-Invasive Blood Pressure), que consta
de un equipo base conectado a un pletismégrafo (LE 5002, Panlab), asociado a un software
especifico instalado en un equipo informatico. Al pletismografo (Figura 12) se adapta un manguito

neumatico hinchable y un detector de infrarrojos capaz de detectar la sefial en la cola del animal.
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Figura 12. Equipo para la medida de la presién arterial. A) equipo NIBP LE5002 (Panlab);
B) cepo necesario para inmovilizar al animal; C) manguito que comprime la arteria de la cola;
D) transductor que capta la sefial en la cola del animal.

Para facilitar la captacion de la sefial fue conveniente favorecer la dilatacion de la arteria
caudal mediante la aplicacion de calor. Los animales se situaron en unos cepos especificos (LE
5022,180x54 mm, Panlab) que permitieron inmovilizar al animal y dejar la cola libre para la
correcta colocacion del pletismégrafo. EI fundamento de la medida de la PA en la cola de la rata
consiste en la oclusion completa de la arteria caudal mediante un manguito neumatico que, al
inflarse con presion creciente, en cierto punto llega a impedir completamente el paso de la sangre
(Figura 13). En ese momento, la oclusion se produce porque la presion del manguito iguala la PA,
por lo tanto, el valor de la PA es el valor de la presion del manguito en el momento en el que se
produce la interrupcion del flujo sanguineo. La medicion de la PA se debe realizar siempre a la
misma hora con el fin de evitar la variabilidad debida a los ciclos circadianos del animal, en una
habitacion aislada de ruido y con temperatura constante. Se deben realizar varias medidas
consecutivas a cada animal y descartar aquellas en las que el animal se mueva, se observe alterado
0 exista algin estimulo externo que pueda estresarlo. El valor de la PA del animal se obtendra con
cinco (5) valores consecutivos que no difieran mas de 10 mmHg entre si, a partir de la media
aritmética de estos. Ademas, el registro de la onda pulsatil permite medir simultaneamente la

frecuencia cardiaca en pulsaciones (latidos) por minuto (Ipm), a partir de este registro.
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Figura 13. Imagen de la pantalla de registro de presion medida en la cola. Se especifican cada uno de los
pasos: 1) la presion del manguito aumenta y la amplitud de las pulsaciones empieza a disminuir hasta llegar
a cero; 2) la presion del manguito empieza a disminuir y el infrarrojo detecta las pulsaciones que luego
transforma la sefial mecéanica a eléctrica y se monitoriza por el programa informéatico instalado en el
ordenador, el valor de presién del punto 2 corresponde a la presion sistélica; 3) la presién continta
decreciendo hasta que las pulsaciones detectadas recuperan su amplitud original, punto de presiéon que
equivale a la presion diastolica; 4) la bomba del manguito estd preparada para realizar una nueva medida
(Pfeffer y cols., 1971).

2.5 Obtencién de muestras tisulares

En el D6 se procedi6 al sacrificio de los animales, momento en el cual se realiz6 la
extraccion de sangre y de los rifiones. Se anestesio a los animales con la anestesia inhalatoria

(isofluorano) como se indicé anteriormente.

Se abri6 la cavidad abdominal y se realiz6 una puncion sobre el ventriculo izquierdo del
corazon del animal a través del diafragma con una aguja de 25G de 5/8” de largo, para extraer la
sangre. La sangre se procesd como se describié anteriormente en el apartado 2.3. Posteriormente
se localizaron y extrajeron ambos rifiones, los cuales se decapsularon y se recogieron tan rapido
cémo fue posible para evitar la degradacion de proteinas y acidos nucleicos. Uno de los rifiones se
incluyé en formaldehido al 3,7 %, pH 7, para estudios histolégicos, y el otro rifion fue
ultracongelado en nitrogeno liquido y conservado a -80°C para su posterior andlisis por diferentes
técnicas (PCR, Western blot y ELISA).
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2.6 Determinaciones bioquimicas

2.6.1 Creatinina en el plasmay en la orina y 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 eliminacién se debe a la filtracion glomerular, y el 15-20 % restante a su secrecion
tubular. Ademas, el aclaramiento de creatinina es un valor utilizado para estimar la TFG, por lo
que la cantidad de creatinina que aparezca en la orina dependera principalmente de la filtracion
glomerular (Delanghe y Speeckaert, 2011). Para la determinacién de la concentracion de la
creatinina en el plasma y en la orina se utilizé un kit comercial (Quantichrom creatinine assay Kkit,
BioAssay System). Esta técnica se fundamenta en el método colorimétrico-cinético conocido como
reaccién de Jaffé (Husdan y Rapoport, 1968). La creatinina es capaz de unirse al &cido picrico en
medio alcalino y dar lugar a un complejo coloreado (complejo de Janvosky), cuya intensidad es

proporcional a la concentracion de creatinina.

O ~NH
Ne=NH
Kot N {
CHg
0 NO,
05N
Creatinina Picrato Complejo rojo de Janovski

Figura 14. Reaccion de Jaffé.

En el caso de las muestras de plasma, se pipetearon 30 uL 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
afiadieron 200 pL 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 afiadir los reactivos (ODO) y tras cinco minutos

70



(OD5). En el caso de las muestras de orina, se pipetearon 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
afiadieron 200 pL de la mezcla de reactivos A, B y agua destilada (proporcion 1:1:2) y se midi6 la
absorbancia siguiendo los pasos explicados anteriormente. En ambos casos, se determind la
concentracion de creatinina siguiendo los siguientes pasos: i) se calculo la diferencia entre OD5-
ODO 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 extrapolé la
concentracion de creatinina de cada una de las muestras y se tuvo en cuenta el factor de dilucién

en cada caso.

El aclaramiento de la creatinina se utiliza para estimar la TFG. Se puede calcular segun la

siguiente formula:

4 N

FU (mL/min) x CrU (mg/dL)
TFG = = CICr (mL/min)
CrP (mg/dL)

\. J

Donde TFG es la tasa de filtracion glomerular, FU es el flujo urinario (mL/min), CrU es la
concentracion de creatinina en orina (mg/dL), CICr es el aclaramiento de creatinina (mL/min), y

CrP es la concentracion de creatinina en plasma (mg/dL).

2.6.2 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 utilizé un kit comercial (Urea Assay Kit, BioChain). Este kit comercial se fundamenta en el
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método colorimétrico propuesto por Jung (Jung y cols., 1975), que describe la reaccidn 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 serd directamente proporcional a la
concentracion de urea. Segun el protocolo comercial, se pipetearon 5uL de las muestras de plasma
previamente diluidas 1:5 en una placa de 96 pocillos y de los calibradores de la recta estandar de
urea (0 a 50 mg/dL de urea). Se afiadieron 200 pL de la mezcla de reactivos A-B del kit comercial
(proporcion 1:1) a cada pocillo y se incubd la placa durante 20 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente. Posteriormente, se midié la absorbancia de los pocillos en un lector de placas (ELx800,
Bio-Tek Instruments) a 540 nm. Tras obtener las absorbancias correspondientes a cada calibrador
de la recta estandar, se extrapold la concentracion de urea de cada una de las muestras de plasma

analizadas y se tuvo en cuenta el factor de dilucion.

2.6.3 Determinacion de la concentracion de proteinas en la orina

La elevada concentracidn urinaria de proteinas es un indicador de alteracién renal funcional
(glomerular y tubular). Esta se determin6 mediante un kit comercial (Quantichrom Protein Assay,
BioAssay System). Esta técnica de andlisis se basa en el método colorimétrico de Bradford
(Bradford, 1976). EIl colorante utilizado, azul de Coomassie G-250, se une a los aminoacidos
béasicos de las proteinas en una solucién &cida lo que produce un cambio en la longitud de onda de
absorcién maxima del colorante, pasando de 465 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. Segun el protocolo comercial, se pipetearon 10 pL de las muestras de orina sin diluir o
diluidas 1:5 (en caso de que sin diluir la concentracion de proteinas estuviera por encima de
1mg/mL, el punto méximo de la recta patron) y los calibradores de una recta patron estandar de
albimina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés bovine serum albumin), (0 a 1 mg/mL)
en una placa de 96 pocillos. Se afiadieron 200 uL del reactivo comercial previamente diluido 1:5
con agua destilada. Se midio 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.
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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.
Se determind la excrecion de proteinas totales por dia, con el fin de valorar la presencia de

proteinuria, segun la siguiente formula:

Excrecion urinaria de proteina (mg/dia) = Cpo (mg/mL) x FU (mL/dia)

Donde Cpo es la concentracién de proteinas en la orina y FU flujo urinario.

2.6.4 Determinacion de la excrecion urinaria de N-acetil-p-D-glucosaminidasa
(NAG)

El marcador de dafio tubular N-acetil-g-D-glucosaminidasa (NAG) es una enzima
lisosomal encargada de catalizar la hidrolisis de enlaces glucosidicos. Para determinar su
concentracion se utilizé un kit comercial (Diazyme N-acetyl-4-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-glucopiranésido (MNP-GIcNac) en 2-metoxi-4-(2 nitrovinil)-fenol,
producto que desarrolla color (a 505 nm de longitud de onda) en contacto con una solucién
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
UU. /L) en una placa de 96 pocillos. Se afadieron 150 pL de la mezcla de reactivos R1+R>
(proporcion 3:1) y se incub6 la placa a 37°C en una estufa durante 5 minutos. Tras dicha
incubacion, se afiadieron 50 pL del reactivo Rs a cada pocillo, reactivo alcalino que detiene la
reaccién y produce el viraje de color del compuesto formado, cuya absorbancia se midi6 a 505 nm
en un lector de placas. Con la absorbancia determinada de cada una de las muestras de estudio y
de los calibradores de la recta estandar, se calculo la recta patron de concentraciones de NAG
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conocidas y se extrapol6 a partir de ésta la concentracién de NAG en cada una de las muestras

analizadas.

Se calculd la excrecion urinaria de NAG diaria segun la siguiente formula:

Excrecion urinaria de NAG (UU.lI/dia) = Conc. NAG (UU.II/mL) x FU (mL/dia)

Donde Conc. NAG es la concentracion de NAG en la orina obtenido por el kit comercial

en UU. IlI/mL y FU es el flujo urinario en mL/dia.

2.6.5 Determinacién de la concentracion de Na* en la orinay en el plasma

El Na* se calcul6 en muestras 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
potenciometro (Figura 15), el electrodo selectivo de iones (ISE, por sus siglas en inglés lon-
selective-electrode), se establece por la ecuacién 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 referenciay un electrodo
selectivo del ion 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
disolucidn de estudio, y por otra, con una solucién estandar 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 traves de ella, lo que produce una diferencia de potencial, en
funcion de la composicion de las soluciones a ambos lados de la membrana. Esta diferencia de
potencial puede ser medida mediante un voltimetro y calcular la concentracién de la disolucion

aplicando la ecuacion de Nerst.
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Para analizar las muestras de plasma se realizo una dilucion 1:20 y se utilizo un volumen
de 100 pL. Para las muestras de orina la dilucion fue 1:2 y la medida se realizé con un volumen
de 150 pL. La muestra se colocé en el soporte donde se encuentra situada la membranay el aparato

determind la concentracion de Na* de cada muestra.

A) B)

| Potenciémetro |

ISE HH ¢ Electrodo de
\ " Referencua

Membrasa
selectiva

Figura 15. Potenciémetro para medir iones Na*. A) fundamento teérico 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 calculd la excrecion fraccional
de Na*, la cual mide el manejo total de Na* por el rifién ya que indica la proporcion del Na*

filtrado que es excretado. Para ello se utilizd la siguiente formula:

NaU x CrP
EFNa= —— x100
NaP x CrU
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Dénde EFNa es la excrecion fraccional de Na*, NaU es la concentracion de Na* en orina,
CrP es la concentracion de la creatinina en el plasma, NaP es la concentracion de Na* en el plasma

y CrU es la concentracion de la creatinina en la orina.

3. Identificacion de proteinas mediante la técnica Western blot

La técnica de Western Blot permite la identificacion de proteinas especificas en diferentes
tipos de muestras bioldgicas como orina, sangre o tejido. En esta técnica las proteinas presentes en
una muestra se separan en base a su peso molecular en un gel de poliacrilamida. A continuacion,
las proteinas se transfieren a una membrana donde pueden ser reconocidas por un anticuerpo
especifico (primario). Este anticuerpo primario reacciona con un anticuerpo secundario conjugado
con la enzima HRP (enzima peroxidasa de rabano picante, del inglés horseradish peroxidase) la
cual reacciona con un sustrato especifico (por ejemplo, el luminol, al que oxida en presencia de
peréxido de hidrégeno), produciendo una reaccion facilmente detectable y relativamente
proporcional a la cantidad de la proteina de la muestra (Figura 16), (Gallagher y cols., 2008;
Towbin y cols., 1979).

En este trabajo de investigacién se ha usado la técnica de Western blot para detectar

proteinas en muestras de orina.

3.1 Preparacion de las muestras, electroforesis y transferencia

Para la preparacion de las muestras, primero se determiné la cantidad de orina a cargar en
cada pocillo del Western blot en funcion del flujo urinario diario correspondiente a cada animal.
De manera que la cantidad de orina que se cargd fue proporcional al FU en relacion 1:1000, es
decir, si el flujo urinario fue de 12 mL la cantidad a cargar fue 12 pL. El volumen de orina

determinado se complet6 con H2O destilada hasta 21 uL.

A continuacion, se prepararon las muestras en condiciones desnaturalizantes y reductoras
con el fin de deshacer la estructura tridimensional de las proteinas. Para ello, se afiadio el tampon

de carga Laemmli (Tris 125 mM, glicerol al 10 %, SDS al 2 %, B-mercaptoetanol al 1 % y azul de

76



bromofenol al 0,0005 %; pH 6,8) en proporcion 1:3 con la muestra de orina 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). Se utilizaron geles
comerciales con un porcentaje de acrilamida 4-20 % (Bio-Rad). En uno de los pocillos del gel se

cargd el marcador de proteinas de pesos moleculares conocidos (Termo Fischer Scientific).

La electroforesis se realiz6 en cubetas Mini-PROTEAN®III (Bio-Rad) donde el gel estaba
sumergido en un tampodn de electroforesis (Tris 25 mM, Glicina 192 Mm, pH 8,3, SDS al 0,1 %).
Este tampdn 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.

Una vez que las proteinas se separaron por su tamafio, se transfirieron a una membrana de
difluoruro de polivilideno (PVDF, del inglés polyvinylidene difluoride; Inmobilon P, Millipore)
para facilitar la deteccion por los anticuerpos en los pasos siguientes. Se utilizé el método de
transferencia semiseca, para lo que se montd un “sandwich” poniendo en contacto el gel con la
membrana y colocando dos papeles de filtro, uno sobre el gel y otro sobre la membrana. Se
humedecio el “sandwich” con tampon de transferencia (Transblot Turbo Transfer Buffer, Bio-Rad)
y se llevd a cabo la transferencia usando un equipo comercial (Transblot Turbo, Bio-Rad) que
permite el paso de una corriente eléctrica a través del gel, haciendo que las proteinas migren del
polo negativo, donde se encuentra el gel, hacia el polo positivo, donde se encuentra la membrana,

quedando atrapadas en esta.
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bufferde ) Carga de muestrasen

carga para / los pocillos del gel
poderseguir
la migracion

/—’,

Elgel se coloca en una cubeta de electroforesis con una cantidad
de bufferapropiada. Las proteinascargadas negativamente (por el
SDS) migran alejandose del catodo

Elgelyla membrana se colocan en
contacto entreesponjas ypapel de filtro La aplicadonde voltaje fuerza la
migradon de las proteinasdesde el gel
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Figura 16. Representacion esquematica de la técnica Western blot (Blanco-Gozalo, 2017).
HRP: enzima peroxidasa de rdbano picante (horseradish peroxidase); SDS: dodecil sulfato
sadico.
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3.2 Bloqueo e incubacion con los anticuerpos

Una vez finalizada la transferencia, para evitar uniones inespecificas durante la
inmunodeteccion se procedié al bloqueo de los lugares de la membrana no ocupados por proteinas.
Para ello se incubd la membrana durante 2 horas en agitacion con solucién de bloqueo, en tampon
de lavado (100 mL PBS 10X, 1 mL de Tween-20y c.s.p. 1 L de H2O destilada) con BSA al 3 %.

A continuacion, se incub6 la membrana toda la noche a 4°C en agitacion con el anticuerpo
primario diluido en solucion de lavado con BSA al 1 %. Pasado el tiempo de incubacion, se
realizaron 3 lavados de 7 minutos con tampon de lavado, y se incubd con el anticuerpo secundario
diluido en solucion de lavado con BSA al 3 % durante 1 hora a temperatura ambiente y en
agitacion. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 7 minutos con tampon de lavado. La tabla 8

muestra el anticuerpo primario y secundario utilizado, sus diluciones y condiciones.

Tabla 8. Relacion de anticuerpo primario y secundario utilizados para Western blot.

Anticuerpo Dilucién % BSA Tiempo Temperatura

Primario: Ac de ratdon anti-PAl- 1:500 1 o/n 4°C
1 612025 (Pharmingen)

Secundario: Cabra anti-raton  1:5000 3 1 hora RT
IgG (H + L) 1034-05 (Southern
Biotech)

Ac: anticuerpo; BSA: albumina de suero bovino (del inglés bovine serum albumine); IgG:
inmunoglobulina; o/n: toda la noche (del inglés over night); PAI-1: inhibidor del activador de
plasmindgeno; RT: temperatura ambiente (RT, del ingles Room Temperature).
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3.3 Revelado

Para detectar la sefial emitida por el anticuerpo secundario, se utiliz6 un sistema basado en
la oxidacion del luminol potenciada con fosfo—iodofenol. Las membranas se incubaron durante 1
minuto en una solucion de ECL (Tris-HCI 1 M, pH 9,35; luminol 2,2 mM, p-iodofenol 2,2 mM)
suplementada con H20- al 0,03-0,06 %. La enzima HRP unida al anticuerpo secundario cataliza
la descomposicion del H2O2 y libera Oz que oxida el luminol. El luminol oxidado emite una sefial
de luminiscencia, que serd mayor cuanta mas proteina haya, puesto que unird mayor cantidad de

anticuerpo y habra mas catalisis enzimatica en ese punto.

El revelado se realiz6 en el equipo ChemicDoc Imaging Systems. La membrana preparada
con los reactivos se introdujo en la cAmara para el revelado, se escogio la opcién de revelado Blots
y posteriormente la opcion Chemiluminescence, tocando en la pantalla del equipo. Se operd el
proceso de forma manual, con una resolucion media, durante 180 segundos (3 minutos).
Obteniendo una imagen en formato Image Lab Image Document (.scn) que fue utilizada para

realizar la cuantificacion.

3.4 Normalizacion de datos

En todos los Western blot se ha utilizado un control positivo (C+) con el cual hemos hecho
una recta patron, usando la orina de una rata con DRA inducido por gentamicina a 150 mg/Kg, la
cual expresaba el biomarcador analizado. Se cargaron 3 puntos del C+ con tres diluciones distintas
para posteriormente poder realizar una recta que nos permitiera la cuantificacion. Se cargo un total
de 20 pL en cada uno de los 3 puntos: i) C+ 10: 10 uL de C+ + 5 H20 + 5 pL del tampdn de carga;
i) C+ 3,75: 3,75 uL C+ + 11,25 pL de H20 + 5 pL del tampdn de carga; iii) C+ 0,75: 0,75 pL de
C+ + 14,25 uL de H20 + 5 pL del tampon de carga.
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3.5. Cuantificacién

Tras el revelado, la imagen se procesé en el programa ImagenLab, el cual nos permite
asignar la propiedad adecuada a cada banda (recta estdndar o muestra). Afiadimos los valores del
volumen cargado de nuestra recta y de las muestras. Posteriormente generamos la curva estandar
y comprobamos que era correcta. Despues se cuantificaron las muestras y con los valores obtenidos

realizamos el anlisis de los datos exportandolos previamente a un documento Excel.

4. Deteccion de biomarcadores por la tecnica ELISA

La técnica ELISA, acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, es un
ensayo de inmunoabsorcion enzimatica que se basa en la deteccion de un antigeno presente en una
muestra mediante anticuerpos que, directa o indirectamente, producen una reaccion cuantificable

espectrofotométricamente (Engvall y Perlmann, 1971; Voller y cols., 1976).

El ELISA empleado en este estudio fue de tipo “sandwich”. Se denomina asi porque el
antigeno o proteina a detectar queda atrapado entre dos capas de anticuerpos, el de capturay el de
deteccion. En este tipo de ELISA, la proteina a determinar queda inmovilizada en una superficie
solida mediante la unién al anticuerpo de captura previamente adherido a dicha superficie (el fondo
de los pocillos de una placa de ELISA). Una vez inmovilizada la proteina de interés, se afiade un
segundo anticuerpo primario conjugado con biotina, denominado anticuerpo de deteccion, que
también se une a la proteina de interés, pero en un epitopo distinto al que lo hace el anticuerpo de

captura.

Tras un periodo de incubacién que suele variar entre 1 y 2 horas, se afiade la proteina
estreptavidina asociada a la enzima HRP. La estreptavidina tiene gran afinidad por la biotina del
anticuerpo de deteccién, de manera que si hay proteina en las muestras de estudio se forma el
siguiente complejo de union: anticuerpo de captura-proteina-anticuerpo de deteccion-HRP
estreptavidina. Finalmente, la adicion de un sustrato coloreado (generalmente TMB, 3,3°,5,5°-
tetrametilbencidina) susceptible de ser modificado por esta ultima enzima permite obtener una

sefial visible por espectrofotometria (Figura 17).
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Se usd la técnica ELISA para determinar cuantitativamente la presencia de los
componentes del SRAA y de la NA en plasma, asi como de un biomarcador de dafio renal agudo
en la orina (NGAL). En la tabla 9 se muestran los diferentes kit de ELISA utilizados, el rango de
deteccion, la sensibilidad y las diluciones empleadas. Se siguieron en cada caso las instrucciones

indicadas por el fabricante.
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Figura 17. Esquema representativo del ELISA tipo sandwich llevado a cabo en nuestro trabajo,
en muestras de plasmas y orina (Apausa Cuesta, 2019). HRP: enzima peroxidasa de rdbano
picante (horseradish peroxidase).

En todos los ELISAS empleados se midio la densidad Optica a 450 nm. La intensidad de
color producido es directamente proporcional a la cantidad de proteina contenida en las muestras
de estudio. Con la absorbancia determinada de cada uno de los calibradores de la recta estandar,
se cred la curva de concentraciones de biomarcador conocidas mediante la realizacion de un
analisis de tipo four parametric logistic (4PL), un modelo de regresion no lineal de uso comun en

ensayos biologicos. La ecuacion que define este modelo es la siguiente:

_ Bl A-D _
x =0 X \l—f{x}—D_l
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Donde A es la asintota horizontal que define el minimo, B es el coeficiente de Hill Slope

que define lo pronunciada que es la curva, C representa el punto de inflexién de la curva, D es la

asintota horizontal que define el mé&ximo de la curva 'y X es la concentracion medida.

Tabla 9. Relacion de biomarcadores analizados por la técnica de ELISA.

Proteina

ADH

Angl

Angll

NA

NGAL

Nombre

Rat ADH (Antidiuretic
Hormone) ELISA Kit

Rat Angiotensin |
(Angl) ELISA Kit

Rat Angiotensin 11
(ANG-II) ELISA kit

Rat Noradrenaline, NA
ELISA Kit

Rat NGAL ELISA Kit

Rango de

deteccion

15,63 pg/mL-
1000 pg/mL

15,625 pg/mL-
1000pg/mL

4,7 pg/mL-300
pg/mL

0,49 pg/mL-
2000 pg/mL

4-400 pg/mL

Sensibilidad

9,38 pg/mL

4,62 pg/mL.

1.17 pg/mL

0,49 pg/mL

0,5 pg/mL

Dilucion
muestra

Sin diluir

1:2

1:10

1:10

1:30.000-
1:200.000

ADH: hormona antidiurética; Angl: angiotensina I; Angll: angiotensina IlI; NA: noradrenalina; NGAL.:

lipocalina asociada a gelatinasa neutrdfila.
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5. Analisis histologico

Los rifiones destinados a los estudios histoldgicos se fijaron con formaldehido tamponado
al 3,7 % durante 24 horas para evitar la degradacion del tejido. Después se deshidrataron en una
concentracion creciente de etanol desde 50 % hasta 100 % para permitir que la parafina pueda
penetrar posteriormente en el tejido ya que no es miscible con el agua. Tras la deshidratacion se
sumergio el tejido en xileno, para sustituir el etanol y por tanto favorecer la penetracion de la
parafina en el siguiente paso. Finalmente, el tejido se incluyo en parafina en una estufa a 60°C
durante 24 horas y se obtuvieron bloques, que se cortaron con un microtomo (HM-310, Micron)
en secciones transversales de 5 um de grosor. Por ultimo, los cortes se depositaron en un
portaobjetos y se dejaron secar en la estufa durante 24 horas. Antes de realizar las diferentes
tinciones, se desparafinaron los cortes de tejido con xileno y se rehidrataron haciéndolos pasar por
una serie de graduaciones decrecientes de etanol (desde el 100 hasta el 76 %) hasta finalizar con

una solucion al 100 % de agua destilada.

5.1 Tincion hematoxilina-eosina

Esta tincion histoldgica 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 &cidos
nucleicos y marcara el nucleo celular de un tono azulado. La eosina, compuesto cargado
negativamente, presenta avidez por los compuestos basicos, de forma que delimita el citoplasma

de la célula de un tono rosado.
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Figura 18. Imagen representativa de un corte longitudinal de un rifidn de rata tefiido con hematoxilina-
eosina. Se diferencian las tres partes principales: A) corteza; B) médula externa; C) médula interna.

Se introdujo el tejido deshidratado en hematoxilina durante 10 minutos y en eosina durante
30 segundos. Posteriormente, se deshidratd de nuevo el tejido con alcohol siguiendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente. Tras la deshidratacion, se afiadié medio de montaje DPX a
los portaobjetos y se coloco un cubreobjetos para proteger los cortes tefiidos. Una vez secos, se

observaron en un microscopio optico (Olympus BX51) y se realizaron fotografias para su analisis.

Se realizo el estudio histolégico del tejido renal observando la corteza, la region medular
externa y la regién medular interna, con el fin de evaluar la presencia o ausencia de dafio en el

tejido renal tras el tratamiento farmacoldgico.

La tabla 10 muestra las caracteristicas del dafio evaluadas en las cuatro estructuras
fundamentales del rifidén: los glomerulos, los tubulos, el intersticio renal y los vasos sanguineos,
asi como su valor numérico asociado. Para ello, se dividié el area renal a analizar (corteza, médula

externa y médula interna) en diez campos visuales observados con el microscopio y se evalué la
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presencia de alguna alteracion en cada una de las estructuras citadas. Tras analizar los diez campos

visuales, se adjudico el valor numérico correspondiente a cada estructura renal analizada.

Estructura

Valor numérico0 Valor numérico 1

Renal

Glomérulo Sin alteraciones

Tubulos renales  Sin alteraciones

Intersticio renal  Sin alteraciones

\Vasos Sin alteraciones

sanguineos

Proliferacion mesangial

focal

Aparicién de microvacuolas
citoplasmaticas, incremento
de la celularidad, cambio de
conformacion  de los

tubulos

Proliferacion estroma focal

Leve engrosamiento de las

paredes vasculares

Valor numérico 2
Aparicién de glomérulos

esclerosados

Hinchamiento de células

tubulares, vacuolizacion,
pérdida del borde en cepillo,

material hialino y pérdida de

los nacleos
Pérdida de los nucleos
celulares, alteracion

inflamatoria y fibrosis

Engrosamiento de las paredes
vasculares, aparicion  de
trombos proteicos, infiltrado

inflamatorio

Tabla 10. Valor numérico asociado a la caracteristica evaluada del dafo renal.
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6. Analisis estadistico de los datos

Todos los resultados se expresan como la media + error estandar de la media (EEM). Se
utilizaron entre 3 y 14 animales por cada grupo experimental. Se aplicé el test de Kolmogoérov-
Smirnov a los diferentes conjuntos de datos para comprobar si su distribucién era normal (si se
ajustaba a una campana de Gauss simétrica). En caso afirmativo, se aplicaron test estadisticos
paramétricos. Para datos normales, se utilizo el test estadistico de analisis de la varianza (ANOVA)
de doble via. Para un mismo grupo en los diferentes dias de tratamiento se utilizé un ANOVA de
una via. Consideramos significativo un valor de p<0,05 y muy significativo un valor de p<0,01.
En caso de encontrar diferencias significativas en el estudio de ANOVA, empleamos para las
comparaciones “post hoc” el test de Bonferroni para comparar el grupo de estudio con el grupo
control o para comparar el mismo grupo experimental en los diferentes dias de estudio. En el caso
de que los conjuntos de datos no presentaran una distribucion normal, se utilizaron los test
estadisticos no paramétricos. Se empled el test de Kruskal-Wallis para comparar un mismo grupo
en los diferentes dias de tratamiento. En este caso empleamos el test de Dunn’s para las
comparaciones “post hoc” y consideramos significativo un valor de p<0,05 y altamente
significativo un valor de p<0.01. El analisis estadistico se llevo a cabo con el software GraphPad
Prism 7.00.

7. Relacion de reactivos, materiales y equipos

Tabla 11. Relacién de reactivos y productos utilizados

Reactivo/Producto Referencia Casa comercial
Aceite mineral 141003.1211 Panreac
Aguijas 23G 4657667 Braun
Agujas 25G 4657853 Braun
Azida sodica 6688 Merck

87



MATERIALES Y METODOS

Azul de bromofenol

AlbUmina sérica bovina
(BSA)

Capilares heparinizados
Cubreobjetos
Dieta estandarizada
Dolethal (Pentobarbital)
ELISA ADH
ELISA Angiotensina |
ELISA Angiotensina Il
ELISA NA
ELISA NGAL
Etanol
Formaldehido

Furosemida

Geles Criterion TGX 4-20 %

Glicerol
Guantes Nitrilo
HCI 37 %

H202
Hematoxilina de Harris
Heparina 5 %
Hoja de bisturi

Ibuprofeno

8026

AT7906

7301
200x200
A4
424126
E-EL-R0522
RD-Angl-Ra
CBS-E04494r
CBS-E07022r
KIT-046
100983
344198
F4381
5678094
D4751
902021
100317
H-6520
10-2332
6547533
BS E 27740

11892

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Deltalab
Termo Fischer Scientific
Panlab
Vetoquinol
Elabscience
Ry D Systems
Cusabio
Cusabio
Bioporto
Merck
Calbiochem
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Nest
Merck
Sigma-Aldrich
Casa Alvarez
Hospira
Krape

Sigma-Aldrich
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MATERIALES Y METODOS

Isoflurano (Vetflurane) 305845 Virbac
Jeringuillas 1 mL 9161406V Braun
Jeringuillas 2 mL 4606027V Braun
Jeringuillas 3 mL 4616057V Braun

Kit comercial de )
o . DICT-500 BioAssay Systems
cuantificacion de Creatinina
Kit comercial de . .
o DZ062A-K Diazyme Laboratories
cuantificacion de NAG
Kit comercial de ]
L ) QPCR-500 BioAssay Systems
cuantificacion Proteina
Kit comercial de . _
o Z5030016 BioChain
cuantificacion de Urea
Material quirdrgico - Fine Scientific Tools (F.S.T)
Medidor de Na* B-722 Na+ Horiba
Membranas de PVDF 1620177 Biorad
Metanol 34885 Sigma-Aldrich
NaCl S3014 Sigma-Aldrich
NaOH 28245.29 Prolabo
Papel de transferencia L00244B Bio-Rad
Parafina - Casa Alvarez
PBS 1610780 Bio-Rad
Pipetas de plastico de 5,10 y - )
Corning
25 mL
Placa de 96 pocillos 900011 Deltalab
Puntas micropipeta sin filtro 200/80/16 Deltalab
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MATERIALES Y METODOS

Dodecil Sulfato Sodico
(SDS)

Tampon de transferencia
Trans-blot turboTM

Trandolapril
Tris-glicina 10x

Tubos de plastico de 10, 15y
50 mL

Tubos de plastico de 2 mL
Tubos de plastico de 1,5 mL
Tween-20

[-mercaptoetanol

152002C

10026929

Ab142955

1610771

4092.7N
200400P
P7949

M6250

Bio-Rad

Bio-Rad

Abcam

Bio-Rad

Corning

Deltalab
Deltalab
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Tabla 12. Relacion de equipos y aparatos utilizados.

Equipo/aparato

Agitador

Agitador de placa

Balanza analitica de precision
Balanza analitica

Bafio hiumedo

Biberones para ratas
Centrifugas microtubo

Centrifuga tubos de 10-50 mL

Casa comercial
Grant BOEKEL
Boeco
Mettler Toledo
Bel Enginnering
Indelan
Tecniplast
Eppendorf

Eppendorf
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MATERIALES Y METODOS

Cepos de rata

Equipo electroforesis western blot

Equipo transferencia semiseca Western blot
Escaner

Estufa

Incubador

Jaulas para ratas

Jaulas metabolicas

Lector de placa ELISA EIx800

Lector de placa ELISA Epoch

Lector de placa Multiskan Ascent

Maquina para anestesia inhalatoria
Maquina presion arterial

Maquina de revelado Chemidoc Imaging Systems
Microscopio Optico BX51

PHmetro

Pipetas

Pipeta multicanal

Frigorifico 4 ‘Cy -20 °C

Ultracongelador

Panlab
Bio-Rad
Bio-Rad
Canon
Amersham Pharmacia Biotech
Termo Fischer Scientific
Tecniplast
Panlab
BioTek
Biotek
ThermoElectron corporation
MSS Isoflurane
Panlab
Biorad
Olimpus
Crison Instruments
Gilson
Eppendorf
Liebherr

Termo Fischer Scientific

91




Tabla 13. Programas informaticos utilizados.

MATERIALES Y METODOS

Programa/software informatico
Adobe Photoshop 7.0
GraphPad Prism 7.00

Gen 5.0

Google Drive

Image Lab

Image Pro-Plus

Mendeley Desktop
Microsoft Excel 365
Microsoft PowerPoint 365
Microsoft Word 365
Olyvia

Scion Image

Casa comercial

Adobe
Graphpad
Bio-Tek
Google
Biorad
Media Cybernetics
Mendeley
Microsoft
Microsoft
Microsoft
Olympus

Scion Corporation
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion del modelo experimental animal de dafio renal agudo

El modelo experimental de DRA inducido por la triple terapia se desarroll6 en ratas SHR,
con el fin de reproducir experimentalmente el DRA que sufren los pacientes por el uso de
IECAS/ARAII en combinacion con los diuréticos utilizados para el control de la HTA y con los
AINEs para el tratamiento del dolor; el cual se observa con mas frecuencia en los pacientes
mayores. El DRA inducido por la triple terapia es un problema de grandes dimensiones debido a
que la esperanza de vida ha aumentado sobre todo en los paises desarrollados, y con ello el nimero
de personas en edades avanzadas con enfermedades cronicas como la HTA, siendo necesario el
uso de varias combinaciones de farmacos antihipertensivos para su control. Ademas, es importante
recordar que los pacientes mayores sufren de enfermedades que ocasionan dolor, siendo necesario
el uso de los AINEs y en muchas ocasiones por largos periodos de tiempo. Igualmente, muchos de
estos pacientes en edad avanzada son pluripatoldgicos, y dichas enfermedades son importantes
comorbilidades que aumenta la fragilidad, haciéndoles mas propensos a descompensaciones y
complicaciones de su estado de salud. Por lo cual, la poblacion en riesgo de sufrir un DRA inducido
por la triple terapia es elevado, debido a esta fragilidad, y por tanto son proclives a sufrir
alteraciones hemodinamicas con consecuencias graves. Tomando en cuenta estas situaciones de
salud y la relevancia del problema, hemos desarrollado un modelo para determinar como algunos
factores de riesgo pueden influir en la aparicion del DRA por el uso de la triple terapia, y asi poder
estudiar su relacion con la funcién renal, con los marcadores de dafio renal y algunos de los

componentes de la red de regulacién hemodinamica.

Dentro de los factores de riesgo que hemos tomado en cuenta se encuentra la deshidratacion
y la edad. En este estudio hemos analizado como el estado hidrico puede afectar los diferentes
parametros estudiados, puesto que se ha observado una mayor incidencia de deshidratacion en
pacientes mayores que puede favorecer el aumento de la morbilidad, mortalidad o incapacidad,
debido a que presentan menores reservas corporales de agua (Miller, 2015), lo que puede

predisponer a complicaciones graves como el DRA, sobre todo por deshidratacion hiperosmolar
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(El-Sharkawy y cols., 2020). Ademaés, hemos analizado como la diferencia entre las edades de 3y
7 meses de las ratas puede influir en el desarrollo del DRA por la triple terapia, al evaluar el efecto
que produce en los diferentes parametros analizados. Pues, se conoce que existen mas
complicaciones renales en pacientes mayores debido al uso combinado de diferentes
medicamentos y a los cambios fisiologicos que ocurren a medida que se envejece (Chan y
Michelis, 1998).

1.1 Evaluacion de la presion arterial sistémica

La medida de la PA se realizd en los distintos grupos experimentales antes de la
administracion de los farmacos (basal) y después en el D4, con el fin de determinar la eficacia de
los farmacos antihipertensivos y valorar el efecto sobre el estado hemodinamico en nuestro modelo

experimental (Tabla 14).

El rango normal de PAS de una rata Wistar de laboratorio se encuentra alrededor de 110-
120 mmHg, pero en las ratas SHR el valor de la PAS puede alcanzar los 180 mmHg a las 12
semanas e incluso pueden llegar a superar los 200 mmHg. El pretratamiento con trandolapril y
furosemida en los grupos TW y TW+DES (Tabla 14) producen una disminucion de la PAS
aproximadamente de 30-50 mmHg en las ratas de 3 meses en D4 y de 80-90 mmHg en las ratas de
7 meses. lgualmente se observa una disminucion importante en la PAD (Tabla 14), esta
disminucion se debe al efecto hipotensor del trandolapril (1zzo y cols., 2012) en combinacion con
la furosemida y no al efecto de la triple terapia que incluye ibuprofeno, ya que estos valores
corresponden a las mediciones realizadas en el dia basal y D4. Sin embargo, a pesar de no tener
las medidas de la PA durante la triple terapia (D6), se sabe que los dos antihipertensivos mas el
ibuprofeno potencian su disminucidn; llegando a provocar hipoperfusién renal y favorecer la

aparicion de un DRA prerrenal (Maxson, 2017).
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Presion Arterial Sistélica (PAS)

Edad Grupo Experimental Basal D4
CT 164,93 + 4,66 187,2 + 4,50
T™W 164,7 + 4,43 127,45 + 3,72 *** #
SHR 3 meses
CT +DES 163,13 + 6,06 192,13 +5,80
TW + DES 162,23 + 1,94 115,95 + 8,02 *** #
CT 193,96 + 6,59 198,64 + 5,49
TW 198,64 + 5,49 119,32 7,27 *** #
SHR 7 meses
CT +DES 187,1+ 10,01 202,2 7,02
TW + DES 193,32 £5,15 103,73 £ 7,41 *** #
Presion Arterial Diastélica (PAD)
Edad Grupo Experimental Basal D4
CT 106,93 + 5,84 142,4 +7,50
TW 111,97 + 10,06 85,58 + 4,90
SHR 3 meses
CT +DES 111,41 + 5,67 161,68 + 5,65
TW + DES 111,66 + 3,91 83,99 +575 *
CT 155,66 + 4,92 152,88 + 12,49
T™W 144,54 +5,92 87,09 £7,27 ***#
SHR 7 meses
CT +DES 155,5 + 9,41 143,45+ 8,15
TW + DES 152,60 + 6,52 73,34 £ 5,04 ***#

Tabla 14. Valores de la PAS y PAD de los diferentes grupos experimentales: Los datos representan la
media + EEM. * p<0,05 y *** p<0,01 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0,05 respecto al grupo
control en el mismo dia de tratamiento. CT: control; CT+DES: control + deshidratacion; D4: dia 4; SHR:

ratas espontaneamante hipertensas; TW: Triple Whammy; TW+DES: Triple Whammy + deshidratacion.

Los valores de PAS y PAD en D4 de las ratas tratadas con furosemida y trandrolapril
disminuyen significativamente respecto a su basal y aungque no llegan a la hipotension, son mas
bajos en comparacion con otro estudio, donde los niveles de PA en ratas SHR no fueron inferiores
a 150 mmHg al usar telmisartan, ramipril y la combinacion de estos (Thoene-Reineke y cols.,
2011).

El tratamiento con furosemida y trandolapril provocan una disminucion progresiva de la

PA inferior a 150 mmHg que puede descender ain méas debido al AINE y potenciar el riesgo de

95



DRA; pues otros estudios demuestran que los AINEs aumentan la gravedad del DRA en edades
pediatricas y en personas mayores con deshidratacion (Farquhar y cols., 1999; Moore y cols., 2015;
Schneider y cols., 2006; Wong y cols., 2001).

La reducciéon de la PAS y PAD es ligeramente mayor, aunque no estadisticamente
significativa, en las ratas de 7 meses en los grupos TW y TW+DES con respecto a las ratas de 3
meses. Es importante sefialar que las ratas de 7 meses pueden presentar una caida mayor de los
niveles de PA debido a que han alcanzado valores mas altos al llegar a la edad adulta, contrario a
las ratas de 3 meses que aun no han alcanzado los niveles méximos de PA. Por lo cual, la diferencia
en los valores iniciales de PA entre las edades de 3y 7 meses de las ratas SHR puede condicionar
el efecto hipotensor de los farmacos, 1o que ocasiona una disminucion mayor en los valores de la

PA en ratas de mayor edad.

En conclusion, la administracion conjunta de estos farmacos produce una disminucién
importante de la PA en las ratas de 3 y 7 meses, lo que puede aumentar el riesgo de DRA inducido
por la triple terapia al afectar la red de regulacién hemodinamica. Estos resultados confirman el
efecto hipotensor de los farmacos utilizados, pero es importante tener en cuenta que el descenso
observado en la PA se debe a una dosis mayor de trandolapril (ver dosis en Materiales y Métodos)
al compararla con la utilizada en otro estudio (0,3 mg/kg), (Koffi y cols., 1998). Asi mismo, la
dosis de ibuprofeno habitualmente utilizada para tratar el dolor en ratas es de 15 mg/kg (Davila y

Zufiga, 2016), pero se ha utilizado una dosis mucho mas altas con el fin de provocar el DRA.

1.2 Andlisis del balance hidrico

Hemos reducido el volumen de agua de bebida disponible en algunos grupos de nuestro
modelo experimental (DES), para valorar su efecto sobre los distintos pardmetros analizados,
tomando en cuenta que la deshidratacién es uno de los factores de riesgo asociados a la gravedad
en el DRA. En la tabla 15 se muestra la evolucién del balance hidrico en los diferentes puntos del
estudio, donde los grupos controles (CT y CT+DES) mantiene un balance hidrico positivo en todos
los puntos, pero se observa una ligera disminucion de este en el grupo con restriccion del volumen
de agua (DES). Las ratas SHR de 3y 7 meses de edad del grupo TW presentan una disminucién

estadisticamente significativa del balance hidrico en D6 con respecto a su basal y al grupo CT,
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debido al efecto de la furosemida, pero sin llegar a un balance hidrico negativo. Sin embargo, las
ratas SHR de 3 y 7 meses del grupo TW+DES presentan una disminucion estadisticamente
significativa del balance hidrico en D6 con respecto a su basal y con respecto al mismo punto de
su grupo CT+DES, siendo en D6 el estado hidrico de los animales negativo.

Ademas, en los grupos con restriccion del volumen agua (DES) y tratados con
antihipertensivos, presentan un mayor descenso de la PA, aunque no estadisticamente
significativo. Asi mismo, el balance hidrico negativo en los animales puede actuar como un factor
de riesgo, al provocar alteraciones en la regulacion hemodindmica que afecta el gasto cardiaco, la
volemia y la resistencia vascular periférica. Todo esto favorece la disminucién de la PA y, por
consiguiente, disminuye el flujo renal afectando negativamente la TFG y favoreciendo el
desarrollo del DRA (Docherty y cols., 2021).

Balance hidrico
Edad Grupo Experimental Basal D4 D6
CT 18,16 + 3,91 25,5+ 2,78 19,16 + 2,20
™ 17 +£1,08 16,75+ 1,75 6,12 + 3,33 * #
SHR 3 meses
CT + DES 23,66 + 5,91 10,83 + 0,44 10,16 + 0,44
TW + DES 23,58 + 2,67 6,33+ 0,70 -3,41 +£ 0,71 *** #
CT 16,91 + 0,62 18,58 + 2,20 18,33 + 0,62
T™W 15,25 + 0,88 17,87 + 2,42 0,31 + 1,92 *** #
SHR 7 meses
CT+ DES 17,96 + 2,79 10,83 + 0,51 10,5+ 0,51 *
TW + DES 18,94 + 1,53 42 +1.23 22,11+ 1,36 *** #

Tabla 15. Evolucion del balance hidrico de los diferentes grupos experimentales. Los datos representan la
media + EEM. * p<0,05 y *** p<0,01 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0,05 respecto al grupo
control en el mismo dia de tratamiento. CT: control; CT+DES: control + deshidratacion; D4: dia 4; D6: dia
6; SHR: ratas espontaneamante hipertensas; TW: Triple Whammy, TW+DES: Triple Whammy +

deshidratacion.
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De acuerdo con estos resultados, los animales del grupo TW+DES presentan un balance
hidrico negativo que los lleva a desarrollar una deshidratacién, y que junto a otras comorbilidades
puede jugar un papel importante en el desarrollo del DRA prerrenal. Esto se evidencia en diferentes
estudios que relacionan la deshidratacion con el DRA, ya que puede ser la causa del 47 % de los
casos en todas las poblaciones, pero sobre todo en personas mayores donde se observa mayor
gravedad; lo que provoca mayor estancia hospitalaria, mayor mortalidad y, por consiguiente, peor
pronostico (Amin y cols., 2019; Chapman y cols., 2020; El-Sharkawy y cols., 2017; Lameire y
cols., 1999). Ahora bien, en cuanto a los efectos que pudiera provocar la diferencia entre las edades
de los dos grupos (3 'y 7 meses), los valores encontrados no aportan suficiente informacion para
demostrar que la edad de estas ratas afecte o condicione su estado hidrico, ya que tanto en las ratas
de 3 meses como en las de 7 meses del grupo TW+DES se puede observar un balance hidrico
negativo independiente de la edad.

1.3 Efecto de la deshidratacion y la edad sobre la funcion renal

Tomando en cuenta el efecto producido por los farmacos y la restriccion del volumen de
agua (DES) sobre los niveles de PA en los animales de 3 y 7 meses, decidimos analizar como el
balance hidrico y la edad pueden afectar los distintos parametros clasicos de funcion renal, como

son la CrP, la urea plasmatica y el CICr, los cuales son utilizados para el diagndstico del DRA.

1.3.1 Analisis de la creatinina y urea plasmatica

La creatinina y la urea son compuestos nitrogenados, el primero se produce por el
metabolismo normal del muasculo y el segundo por la degradacion de las proteinas. La creatinina
se filtra y elimina por el rifién casi en su totalidad, pero un pequefio porcentaje se secreta a los
tibulos renales para finalmente eliminarse por la orina. La CrP se utiliza como indicador del estado
de la funcion renal pues cuando no se filtra, sus niveles aumentan en sangre, y se utiliza como un

estimador de la capacidad de filtracién renal en el diagnéstico del DRA o en la ERC.
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En la figura 19, podemos observar como las ratas del grupo TW+DES de 3 y 7 meses
presentan un aumento significativo de la CrP en D6 con respecto a su basal y con respecto al D6
del grupo CT+DES, lo que evidencia que la triple terapia en combinacion con una restriccion del
volumen de agua (DES) predispone el desarrollo del DRA. Sin embargo, las ratas tratadas solo
con el TW, aunque presentan un ligero aumento de la CrP, no sobrepasan 1,5 veces los niveles
basales, por lo cual no se cumple el criterio KDIGO para considerar que este grupo tenga un DRA.
Asi mismo, este incremento en los valores de la CrP es muy similar en ambas edades en su
respectivo grupo experimental, es decir, que no observamos diferencias entre las ratas de 3y 7

meses, confirmando que la diferencia de edad en nuestro modelo no afecta los valores de la CrP.
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Figura 19. Evolucion de la creatinina plasmatica en los diferentes grupos experimentales. A) Ratas
SHR 3 meses, B) Ratas SHR 7 meses. Los datos representan la media £ EEM. * p<0,05 y *** p<0,01
respecto a la muestra basal del grupo, # p<0,05 respecto al grupo control en el mismo dia de
tratamiento. B: basal; CrP: creatinina plasmatica; CT: control; CT+DES: control + deshidratacion;
D4: dia 4; D6: dia 6; IB: ibuprofeno; SHR: ratas espontaneamente hipertensas; TW: Triple Whammy;
TW+DES: Triple Whammy + deshidratacion.

En la figura 20, podemos observar que las ratas de 3 y 7 meses del grupo TW+DES
presentan un aumento significativo de los valores de urea plasmatica en D6 y con respecto al D6
del grupo CT+DES, al mismo tiempo estos valores son mucho mas elevados que los observados
en los animales que no estan sometidos a una restriccion de volumen (TW), por lo cual la restriccion
del volumen de agua si afecta los niveles de urea plasmatica de los animales cuando son tratados

con la triple terapia, favoreciendo que el aumento de este metabolito sea mucho mayor.
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Figura 20. Evolucién de la urea plasmatica en los diferentes grupos experimentales. A) Ratas SHR
3 meses, B) Ratas SHR 7 meses. Los datos representan la media £ EEM. * p<0,05 y *** p<0,01
respecto a la muestra basal del grupo, # p<0,05 respecto al grupo control en el mismo dia de
tratamiento. B: basal; CT: control; CT+DES: control + deshidratacion; D4: dia 4; D6: dia 6; IB:
ibuprofeno; SHR: ratas espontaneamente hipertensas; TW: Triple Whammy; TW+DES: Triple
Whammy + deshidratacion.

Asi mismo, podemos observar un aumento significativo en los valores de la urea plasmética
en las ratas de 3y 7 meses de edad del grupo TW en D6 con respecto a su basal, y un aumento con
respecto al D6 de su grupo CT en las ratas de 7 meses. A pesar de este ligero aumento, los valores
de urea plasmatica observados entre las ratas de 3 y 7 meses son muy similares, lo que indica que
la diferencia de edad no afecta significativamente los valores de este marcador como tampoco
sucede en el grupo TW+DES.

1.4 Estimacion de la tasa de filtracién glomerular

A pesar de las limitaciones que tiene la creatinina para el diagnostico del DRA, el
aclaramiento de creatinina (CICr) se utiliza como parametro directo y fiable para estimar la TFG,
debido a que la excrecion de este metabolito en la orina depende principalmente de una buena
filtracion glomerular (Shahbaz y Gupta, 2021), ademas, basar el diagnostico del DRA solo con los

valores de la CrP y de urea no siempre es un indicador fidedigno de la reduccion real del FG.
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En la figura 21, podemos observar una disminucion estadisticamente significativa del CICr
en D6 con respecto a su basal y al D6 de su grupo CT+DES en las ratas SHR de 3y 7 meses del
grupo TW+DES, por lo cual la deshidratacién puede ser un factor de riesgo que favorece la
disminucion de la TFG. Estos datos corroboran que las ratas tratadas con la triple terapia y con
restriccion del volumen de agua (TW+DES) presentan una disminucion mayor de la TFG que la

observada en el grupo TW.

En la figura 21, se puede observar que las ratas SHR de 3 meses de edad del grupo TW
presentan una disminucion significativa del CICr en D6 con respecto al D6 de su grupo CT, pero
no asi con respecto a su basal, en cambio las ratas SHR de 7 meses de edad del grupo TW, presentan
una disminucion del CICr en D6 con respecto a su basal y al D6 de su grupo CT, sin embargo, esta
disminucion es muy similar entre ambos grupos de edades y no se observan diferencias

importantes.

Por otro lado, también podemos apreciar que en todos los grupos donde disminuye la TFG
se observa un incremento de la CrP y de la urea (Figuras 19 y 20). Existe una relacion inversa entre
la TFG (medida por el aclaramiento de la creatinina) y la CrP. Sin embargo, se sabe que una
reduccion inferior del 60 % de la TFG no da lugar a un aumento de la CrP. Estos datos verifican
que es necesario que la TFG se reduzca un 60-70 % para que la CrP comience a aumentar (Gocze
y cols., 2017), como podemos observar en el grupo TW donde hay una ligera disminucién de la
TFG, pero que no llega a producir un aumento considerable en los niveles de CrP, contrario al
grupo TW+DES que presenta una mayor reduccion en la TFG vy, por ende, valores de CrP mas

elevados.
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Aclaramiento de Creatinina
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Figura 21. Representacion del aclaramiento de creatinina en los diferentes grupos experimentales.
A) Ratas SHR 3 meses, B) Ratas SHR 7 meses. Los datos representan la media + EEM. * p<0,05 y
*** n<0,01 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0,05 respecto al grupo control en el mismo
dia de tratamiento. B: basal; CICr: aclaramiento de creatinina; CT: control; CT+DES: control +
deshidratacion; D4: dia 4; D6: dia 6; IB: ibuprofeno; SHR: ratas espontadneamente hipertensas; TW:
Triple Whammy; TW+DES: Triple Whammy + deshidratacion.

En resumen, con los datos obtenidos podemos decir que las ratas del grupo TW+DES
presentan un DRA, definido por un incremento de la CrP y de la urea, acompafiado de una
disminucion de la TFG. Este DRA no es tan evidente en el grupo TW, por lo que nuestros resultados
demuestran que necesitamos un cuarto factor para producir el DRA con la triple terapia, como
puede ser la deshidratacion, producido por la restriccion del volumen de agua (DES). Nuestros
resultados se asemejan a un estudio que demostrd6 como la deprivacion de agua en ratas
embarazadas y no embarazadas provocan una disminucion del CICr (Salas y cols., 2004). Por otro
lado, investigadores lograron desarrollar un modelo de DRA inducido por medios de contraste,
donde uno de los elementos necesarios era la deshidratacion junto al contraste iohexol y
comprobaron que combinados favorecian el aumento de la CrP y de la urea en tan solo horas, y

que no era reversible con la hidratacion (Liu y cols., 2019).

En nuestro modelo de DRA inducido por la triple terapia podemos ver que las ratas con
edades de 3y 7 meses no presentan diferencias significativas en los valores de la CrP, ureay CICr;
esto podria deberse a que entre estas ratas jovenes (1-4 meses) y adultas (5-8 meses), no hay

grandes cambios fisioldgicos. Sin embargo, un estudio compard los niveles de CrP y urea en ratas
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algodoneras hembras y machos con anemia de tipo renal en diferentes grupos de edades: jovenes,
adultas, envejecidas (9-12 meses) y ratas de edad avanzada (13-17 meses), donde observaron un
aumento de la CrP y la urea en los dos grupos de mayor edad (Ichii y cols., 2020); otro estudio
demostré que la administracion de gentamicina a ratas Wistar de 24 meses con y sin DM
provocaba nefrotoxicidad al presentar un aumento de la urea, de la CrP y una disminucion del CICr
y por tanto, mayor nefrotoxicidad que la observada en ratas con el mismo tratamiento pero solo
con 1 mes de edad (Ali y cols., 1996). Por eso, a pesar de que en nuestro modelo no encontramos
diferencias entre las ratas jovenes (3 meses) y adultas (7 meses), si esta demostrado que a mayor
edad las ratas son mas susceptibles al dafio renal, por lo cual seria necesario reproducir nuestro

modelo en un futuro, en edades mas avanzadas en busca de estas diferencias.

2. Caracterizacion del tipo de dafio renal agudo

En el siguiente apartado decidimos analizar diferentes pardmetros relacionados con el dafio

renal para determinar el tipo de DRA que se produce en nuestro modelo experimental.

2.1 Concentracion de proteinas en la orina

En condiciones normales las proteinas no se filtran por el glomérulo y si alguna proteina
con bajo peso molecular especialmente la albumina se escapa a esta barrera, es reabsorbida por las
células epiteliales del tubulo proximal. Se Ilama proteinuria al aumento de la excrecién de
proteinas, el cual es un indicador de dafio renal y se produce especialmente en el DRA de tipo
renal (intrinseco) inducido por diferentes nefrotoxicos, enfermedades autoinmunes o vasculares,
entre otras causas (Regeniter y cols., 2009; Peregrin y cols., 2019). La proteinuria es consecuencia
de dos mecanismos: el aumento en la filtracion de proteinas por un aumento anormal de la
permeabilidad de la pared del capilar glomerular, y por la disminucion de la capacidad de

reabsorcién de las células epiteliales del tabulo proximal (D”Amico y Bazzi, 2003).
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El rango normal de excrecion urinaria de proteinas en una rata de laboratorio se encuentra
alrededor de los 5-10 mg/dia y puede aumentar hasta 10 veces en modelos de necrosis tubular
(Apausa Cuesta, 2019; Blanco-Gozalo, 2017). En nuestro modelo experimental no observamos un
aumento en la excrecion de proteinas en ninguno de los grupos (Figura 22). Sin embargo, si se
puede ver una disminucion en la excrecion de proteinas en D6 con respecto al basal, sobre todo en

el grupo TW+DES.
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Figura 22. Representacion de la excrecion de proteinas en los diferentes grupos experimentales.
A) Ratas SHR 3 meses, B) Ratas SHR 7 meses. Los datos representan la media + EEM. * p<0,05y
*** n<0,01 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0,05 respecto al grupo control en el mismo
dia de tratamiento. B: basal; CT: control; CT+DES: control + deshidratacion; D4: dia 4; D6: dia 6;
IB: ibuprofeno; SHR: ratas espontaneamente hipertensas; TW: Triple Whammy, TW+DES: Triple
Whammy + deshidratacion.

La evidencia actual demuestra el efecto anti-proteinurico de los AINEs (Vogt y cols., 2010)
y los IECAs (Mallamaci y cols., 2011). Al observar los valores en D4 del grupo TW y TW+DES
podemos ver que en este punto empieza a disminuir la excrecidn de proteinas, pero se hace mas
evidente al introducirse el ibuprofeno después del D4. Esto sugiere que ambos farmacos actuan
juntos disminuyendo el nimero de proteinas que se filtra y, por ende, la cantidad que se excreta en
la orina. Esto puede ser explicado porque los IECAs y los AINEs disminuyen la presion
intraglomerular al inhibir la produccion de PGs y de Angll (Vogt y cols., 2010). Los IECAs y los
ARAII han demostrado que pueden disminuir la proteinuria en la nefropatia diabética y en la

hipertension por nefroesclerosis (Taal y Brenner, 1999).
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2.2 Excrecién fraccional de sodio

La EFNa es una variable Gtil para evaluar la integridad tubular, en las ratas el valor normal
se sitta en torno al 0,5 % (Quiros y cols., 2010). En la tabla 16 se muestran los distintos grupos
experimentales, donde se observan que casi todos tienen una EFNa inferior al 1 %, lo cual se
corresponde con los valores que se observan en el DRA de tipo prerrenal (Peregrin y cols., 2019);
(Blanco-Gozalo, 2017). Esto 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 del Na*. Sin embargo, este valor estaria por encima del 1 % en el DRA de tipo renal,
debido a que las células tubulares dafiadas son incapaces de reabsorber correctamente dicho

electrolito.

En la tabla 16 podemos observar que el grupo TW+DES de 7 meses presenta un aumento
estadisticamente significativo de la EFNa en D6 con respecto a su basal y al mismo punto de su
grupo CT+DES, alcanzando el 1 %. Lo cual puede ser explicado por el uso de la furosemida y del
trandolapril en el modelo experimental, los cuales causan los siguientes efectos: la furosemida
actua a nivel del asa de Henle donde lleva a cabo su accion, al inhibir el cotransportador Na*™-K™-
2CI, por lo cual inhibe la reabsorcion de Na* haciendo que este aumente en la orina; y los IECAs,
por otra parte, inhiben la sintesis de Angll, lo que disminuye la produccion de aldosterona,
causando una reduccién en la reabsorcion de Na* en el tbulo distal. Opuesto a lo anterior, las PGs
inhiben la reabsorcién de Na* en el asa de Henle y en el tibulo colector, por lo cual al inhibir las
PGs con el ibuprofeno se produciria un aumento en la reabsorcion, disminuyendo su excrecion.
Esto puede sugerir que en nuestro modelo experimental el efecto neto de la triple terapia favorece
el aumento de la excrecion de Na*, ya que el ibuprofeno solo se aplica en los dos Gltimos dias, y

los otros farmacos durante todo el experimento.
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Excrecion Fraccional de Sodio (EFNa)
Edad Grupo Experimental Basal D4 D6
CT 0,07 + 0,01 0,08 + 0,00 0,21+0,03 *
T™W 0,12 + 0,01 0,36+ 0,03 * 0,58+0,18 *
SHR 3 meses
CT + DES 0,05 + 0,01 0,10 + 0,00 0,23+0,04 *
TW + DES 0,09 + 0,01 0,31+0,02 * 0,64+0,13 *
CT 0,15+ 0,02 0,29 + 0,02 0,27 £ 0,05
T™W 0,18 + 0,01 0L61L 2= 0,015 = 0,63+0,14 *
SHR 7 meses
CT + DES 0,14 + 0,02 0,16 + 0,02 0,16 + 0,01
TW + DES 0,13+ 0,01 0,29 + 0,04 * 1,04 £ 0,32%** #

Tabla 16. Representacion de la excrecion fracional de sodio en los diferentes grupos experimentales. Los
datos representan la media + EEM. * p<0,05 y *** p<0,01 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0,05
respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento. CT: control; CT+DES: control + deshidratacion;
D4: dia 4; D6: dia 6; EFNa: excrecion fraccional de Na*; SHR: ratas espontaneamente hipertensas; TW:
Triple Whammy; TW+DES: Triple Whammy + deshidratacion.

La furosemida puede influir en los valores de la EFNa por su efecto diurético, ya que
favorece el aumento del flujo urinario (necesario para la estimacién de la EFNa) y de la excrecion
del Na*. Pues observamos un aumento significativo de la EFNa en D6 con respecto al basal en
todos los grupos tratados. Asi mismo esto se corresponde con los resultados observados en D4,
donde la doble terapia produce un leve aumento significativo de la EFNa, con respecto a su basal
tanto en el grupo TW como en el TW+DES en ambas edades. Ademas, solo el grupo de ratas de 7
meses TW+DES presentan un aumento que alcanza al 1 % sin sobrepasarlo, pero este valor no es
indicador de DRA tipo renal, porque como hemos dicho antes, en ninguno de los grupos la EFNa
supera ampliamente el 1 %. De modo que, estos resultados demuestran que no hay diferencias
importantes entre la edad de 3y 7 meses de los animales tratados con la triple terapia en los valores
de la EFNa, y que la deshidratacién no provoca un aumento importante de este indicador, por lo

tanto, esto podria descartar que los rifiones presenten alguna alteracion en la funcion tubular.
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RESULTADOS Y DISCUSION

2.3 Caracterizacion histologica

Por medio de la tincién con hematoxilina y eosina de los cortes del tejido renal hemos
analizado las caracteristicas histoldgicas en el grupo de ratas SHR de 7 meses en D6 (Figura 23,
24 y 25). Evaluamos la presencia de alteraciones o modificaciones en los glomérulos, tibulos
renales, vasos sanguineos y en el intersticio en las siguientes areas: corteza, médula externa y
médula interna.

Corteza

NS \Q,Z ]

Figura 23. Iméagenes representativas de cortes histoldgicos (200X) tefiidos con hematoxilina-eosina
procedentes de la corteza del grupo de ratas SHR de 7 meses en D6. CT: control; CT+DES: control
+ deshidratacion; TW: Triple Whammy; TW+DES: Triple Whammy + deshidratacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Médula Externa

Figura 24. Imagenes representativas de cortes histologicos (200X) tefiidos con

hematoxilina-eosina procedentes de la médula externa del grupo de ratas SHR de 7 meses
en D6. CT: control; CT+DES: control + deshidratacion; TW: Triple Whammy; TW+DES:

Triple Whammy + deshidratacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Médula Interna
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Figura 25. Imagenes representativas de cortes histologicos (200X) tefiidos con
hematoxilina-eosina procedentes de la médula interna del grupo de ratas SHR de 7 meses

en D6. CT: control; CT+DES: control + deshidratacion; TW: Triple Whammy; TW+DES:
Triple Whammy + deshidratacion.
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De acuerdo a lo observado en los cortes histoldgicos, se asigno el valor numérico 0 a todas
las zonas analizadas, debido a que en ninguno de los grupos experimentales observamos
alteraciones importantes (Figura 23, 24 y 25), evidenciando que la triple terapia en los grupos TW
y TW+DES parece producir un DRA de tipo prerrenal, puesto que un dafio en las estructuras
renales hablaria a favor del DRA intrinsico. Sin embargo, la ausencia de alteraciones histologicas
se deben a que el DRA prerrenal sucede en dos dias, pero un DRA prerrenal mantenido en el

tiempo acaba afectando al tejido renal.

2.4 Medida de marcadores urinarios para caracterizar el tipo de dafo renal agudo

Con los resultados presentados hasta el momento, donde vemos que no se produce un
aumento en la excrecion de proteinas, con una EFNa por debajo del 1 % y sin alteraciones en las
estructuras renales de los animales que han desarrollado un dafio renal, podemos sugerir que el
DRA inducido experimentalmente no es consecuencia directa de un dafio en el parénquima, sino

que es de tipo prerrenal.

Actualmente se han sumado al diagnéstico del DRA nuevos biomarcadores, pero se
continGian aceptando como herramientas diagnosticas estandar la CrP, el CICr, la proteinuria, o la
EFNa en el DRA, aunque estos parametros tienen importantes limitaciones. Actualmente existe
una definicion internacional consensuada del DRA a través de los criterios RIFLE, AKIN y
KDIGO (Khwaja, 2012; Lopes y Jorge, 2013; Mehta y cols., 2007; Peregrin y cols., 2019; Ricci y
cols., 2008; Searns y cols., 2020; Tsai y cols., 2017), que emplean los niveles de CrP para evaluar
indirectamente la funcién renal. Sin embargo, la CrP solo detecta este sindrome cuando la TFG ha
disminuido un 60-70 %, por lo que muchas veces se llega tarde al diagndstico y las consecuencias
suelen ser muy graves. Por lo cual, el uso de los nuevos biomarcadores se convierte en una
herramienta muy importante con el fin de lograr una caracterizacion y un diagndstico del DRA

mMAs preciso y acertado.

Sin embargo, independientemente de que la histologia anteriormente mostrada no detecta
dafos estructurales significativos, no implica que estos existan. Por ello, nos hemos planteado
analizar en la orina varios biomarcadores de dafio renal que pueden ser Utiles para evaluar el tipo

y el grado del dafio renal, y que nos permiten realizar una caracterizacion fisiopatoldgica de nuestro
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modelo experimental. Dentro de estos biomarcadores hemos escogido tres: la NAG, presente
cuando hay afectacion de estructuras tubulares de la nefrona; la NGAL, relacionado con el dafio
del tubulo proximal y con el tdbulo colector; y el PAI-1 que se ha detectado en la orina 'y se asocia,

entre otros, al dafio del endotelio vascular.

2.4.1 N-acetil-g-D-glucosaminidasa o NAG

La NAG (N-acetil-B-D-glucosaminidasa) es una enzima lisosomal que cuando aumenta en
la orina es indicador de disfuncion tubular renal. No se filtra por la membrana basal glomerular
debido a su alto peso molecular, pero su deteccion es Util en el diagndstico y seguimiento de
nefropatias siendo un marcador muy sensible de dafio tubular proximal y de la nefrotoxicidad.
Ademas, es facil de cuantificar debido a que los kits de NAG son muy sensibles y permiten la
posibilidad de diluir la orina, lo que le convierte en uno de los biomarcadores méas citados
(Bosomworth y cols., 1999). Numerosos estudios evidencian la capacidad de NAG para realizar un
diagnostico temprano y establecer prediccion en la ERC, considerandole también como un
biomarcador de DRA (Fuy cols., 2011; Geus y cols., 2012; Siddiqui y cols., 2019).
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Figura 26. Excrecion urinaria de NAG. A) Ratas SHR 3 meses, B) Ratas SHR 7 meses. 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. B: basal; CT: control; D4: dia 4; D6: dia 6; CT+DES:
control + deshidratacion; IB: ibuprofeno; NAG: N-acetil-Bglucosaminidasa; SHR: ratas
espontaneamente hipertensas; TW: Triple Whammy; TW+DES: Triple Whammy + deshidratacion.
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En nuestro estudio (Figura 26), los animales de 3 y 7 meses del grupo TW, TW+DES, asi
como los CT y CT+DES de ambas edades, no presentan cambios importantes en la excrecion de
este biomarcador (independientemente de que existan ciertas diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales), dado que los valores normales se sitlan en torno a
0,2 Ul/dia y ninguno de los grupos supera el valor de 0,5 Ul/dia. El grado de hidratacion y la
diferencia entre las edades de 3 'y 7 meses no parece afectar la excrecion de NAG en las ratas de
nuestro modelo experimental. Estos resultados concuerdan con otros modelos de DRA prerrenal

donde este hiomarcador no suele estar aumentado.

2.4.2 Lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrofilos o NGAL

La NGAL (del inglés Neutrophil gelatinase-associated lipocalin) es una pequefia molécula
de aproximadamente 25 kDa, que pertenece a la superfamilia de proteinas lipocalinas (Bolignano
y cols., 2008). Puede existir como un homodimero de 45 kDa o como un heterodimero de 135 kDa
unido por un enlace disulfuro a la metaloproteinasa-9 de la matriz de colagenasa tipo IV (MMP-
9) y se expresa en numerosos 6rganos y tipos de células, incluidos los bronquios, el timo, el
estomago, el intestino delgado, pancreas, préstata, rifidn e higado (Sancho-Martinez, 2020). La
expresion de NGAL se puede observar tanto en el tejido humano como en roedores en respuesta a
inflamacion, infeccion, intoxicacion, isquemia y neoplasia; convirtiéndose en un potente
biomarcador clinico para detectar diversas enfermedades y disfuncion de dérganos (Blazquez-
Medela y cols., 2014; Sancho-Martinez y cols., 2020). Asi mismo NGAL es considerado un
marcador de DRA muy sensible y de aparicion temprana (Winkelmayer y cols., 2002) ya que se
anticipa a la elevacion de los marcadores convencionales de dafio renal como la CrP, aumentando
su capacidad prondstica (Zczech y Azar, 2004). Por otro lado, NGAL se puede detectar en
condiciones normales en bajas cantidades en orina ya que la mayoria es reabsorbida. Sin embargo,
inmediatamente a la aparicion de un DRA se produce un aumento en los niveles plasmaticos y
urinarios de NGAL, presumiblemente debido al incremento de la secrecion apical y basolateral del
epitelio de la nefrona y, por otro lado, al deterioro de la reabsorcién tubular proximal por un dafio
tubular proximal, que puede potenciar ain mas el aumento de NGAL en la orina (Schmidt-ott,
2011; Singer, y cols., 2013).
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Hemos analizado la excrecién de NGAL en las ratas de 3 y 7 meses, donde observamos
(Figura 27) que los valores de este marcador aumentan en el grupo TW en el D6 en ambas edades,
siendo estadisticamente significativo en las ratas con restriccion del volumen de agua (TW+DES).
Por tanto, los niveles de NGAL son mayores en el grupo de ratas que han desarrollado un DRA.
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Figura 27. Excrecion urinaria de NGAL. A) Ratas SHR 3 meses, B) Ratas SHR 7 meses. Los datos
representan la media £ EEM. *** p<0,01 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0,05 respecto al
grupo control en el mismo dia de tratamiento. B: basal; CT: control; D4: dia 4; D6: dia 6; CT+DES:
control + deshidratacion; IB: ibuprofeno; NGAL.: Lipocalina asociada a la gelatinasa de neutréfilos;
SHR: ratas espontdneamente hipertensas; TW: Triple Whammy; TW+DES: Triple Whammy +
deshidratacién.

Estos resultados difieren con un estudio realizado en pacientes con diferentes tipos de dafio
renal donde se observd que en el DRA prerrenal no aumenta los niveles de NGAL (Nickolas y
cols., 2008); por otro lado, el efecto de los diuréticos no aumenta los niveles de esta molécula en
ratones (Mori y Nakao, 2007; Nickolas y cols., 2008). Sin embargo, en un estudio realizado con
pacientes en edad pediatrica se encontrd que los niveles de NGAL si aumentaban en plasma y
orina en presencia de deshidratacion moderada, indicando que la deshidratacion puede afectar la
severidad del DRA (Celik y cols., 2013). Asi mismo, los niveles de NGAL aumentaron en plasma
en pacientes con deshidratacion debido a diarreas y vomitos, sugiriendo que este biomarcador
puede ser muy sensible para detectar DRA prerrenal incipiente o silente en presencia de
deshidratacion (Antonopoulos y cols., 2011). Por ello, los valores aumentados de NGAL en los
animales tratados con TW+DES puede deberse a la deshidratacién que provoca el balance hidrico

negativo, por la restriccion del volumen de agua. También la HTA como factor de riesgo en
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nuestros animales puede influir en los niveles de este marcador, ya que otros estudios en ratas SHR
demuestran que NGAL puede aumentar en enfermedades como la HTA (Blazquez-Medelay cols.,
2014). Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de estar en presencia de un DRA mixto,
de modo que el dafio no sea prerrenal puramente y se encuentre asociado a un DRA renal incipiente
ya que farmacos como los diuréticos (Makris y Spanou, 2016), IECAs (Farrar, 2018) y el
ibuprofeno pueden afectar el intersticio y provocar un DRA de tipo renal (Farrar, 2018; Faught y
cols., 2014; Makris y Spanou, 2016; Washinger, 2017). Ademéas, como hemos dicho
anteriormente, por el hecho de que el estudio histoldgico no detecte la presencia de dafio en la
estructura renal no significa que no existe, ya que el DRA de tipo renal existente se encontraria en
una etapa temprana y por la corta evolucion no daria lugar a la aparicion de dafio en la estructura
renal. De ser asi, este marcador se anticipa al diagndstico histoldgico y resulta ser mucho mas

sensible y precoz.

2.4.3 Inhibidor del activador de plasmindgeno o PAI-1

El PAI-1 (del inglés, plasminogen activator inhibitor type 1) es una glicoproteina
monocatenaria de 50 kDa perteneciente a la familia de las serpinas que existe en formas
conformacionalmente activas o latentes. Es inhibidor fisiologico del activador tisular del
plasmindgeno (t-PA) y de la uroquinasa (UPA), por lo cual funciona casi exclusivamente como un
mediador intravascular que favorece la fibrinolisis y la eliminacion de coagulos. Por otro lado,
PAI-1 esta implicado en diferentes procesos fisiopatoldgicos a nivel renal, sobre todo en el DRA
(microangiopatia trombotica, glomerulonefritis proliferativa, nefropatia membranosa, vasculitis
renal) asi como en la ERC progresiva y la nefropatia diabética. De igual modo, se ha demostrado
que PAI-1 influye en la patogénesis del dafio vascular que induce la HTA (Eddy, 2002), y esta

asociado con la obesidad, la DM y las enfermedades cardiovasculares (Ghosh y Vaughan, 2012).
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Figura 28. Imagen representativa de Western blot y cuantificacién de PAI-1. A) Ratas SHR de 3 meses, B) Ratas SHR de7 meses. Los
datos representan la media + EEM. * p<0,05 y *** p<0,01 respecto a la muestra basal del grupo, # p<0,05 respecto al grupo control en el
mismo dia de tratamiento. B: basal; CT: control; CT+DES: control + deshidratacion; D4: dia 4; D6: dia 6; IB: ibuprofeno; PAI-1: inhibidor
del activador de plasmindgeno; SHR: ratas espontdneamente hipertensas; TW: Triple Whammy; TW+DES: Triple Whammy + deshidratacion.
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En nuestro modelo experimental, podemos observar que los niveles de PAI-1 aumentan
desde el D4 en las ratas de 3 y 7 meses (Figura 28) en los grupos TW y TW+DES. Es posible que
este aumento se deba a una mayor activacion del SRAA en las SHR (Antonaccio y Kerwin, 1980;
Garst y cols., 1979; Haddad y Garcia, 1996; Hefti y cols., 1985), (que se describe méas adelante),
ya que algunos estudios en cultivos celulares renales evidencian que la Angll y los demés
componentes del sistema como la renina y la aldosterona, aumentan la expresion de TFG-B y este
a su vez, promueve la sintesis de PAI-1 (Huang y cols., 2001; Wolf, 2006). Estos resultados
reflejan que las diferencias entre las edades de estos animales y la deshidratacion no afectan a los
niveles de PAI-1, y que el aumento se observa por igual en todos los grupos tratados con la triple
terapia. Asi mismo, PAI-1 presenta una tendencia de excrecion distinta a los otros marcadores
urinarios antes mencionados, lo que sugiere que PAI-1 proporciona informacion fenotipica
complementaria y diferente. PAI-1 urinario es un biomarcador producido en un rifién disfuncional,
que se asocia a un DRA grave, y podria ser un indicador de dafio inflamatorio inducido por el
endotelio, y no de tipo parenquimatoso; aun asi, es necesario investigar en profundidad el
significado fisiopatoldgico preciso del papel que juega PAI-1 en el DRA (Paniagua-Sancho y cols.,
2021). De igual forma, PAI-1 puede ser determinante para el diagnostico del DRA prerrenal, pues
se sabe que sus niveles aumentan en los procesos inflamatorios del rifion (D Elia, 2016) y se ha
visto que la supresion de PAI-1 disminuye el nivel de dafio renal provocado por la inflamacion en
ratones con un DRA inducido por sepsis (Gupta, y cols., 2015).

En conclusién, estos resultados evidencian que nuestro modelo no presenta alteraciones
estructurales importantes o detectables por medio del estudio histolégico, tampoco estan alterados
los mecanismos implicados en la excrecion de proteinas y en la excrecién de Na*. Pero esto no
quiere decir que no existan alteraciones a este nivel que incidan en la evolucién y en la gravedad
del DRA. Estos resultados parecen mostrar que el DRA observado en el grupo TW+DES es
prerrenal o hemodinamico, pero debido a los resultados de PAI-1 y NGAL no descartamos la

posibilidad de un DRA renal incipiente por todo lo explicado anteriormente.
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3. Analisis de la red de regulacién hemodinamica

Con el fin de conocer el estado de la red hemodinamica, asi como su implicacion
fisiopatoldgica en nuestro modelo de DRA, hemos estudiado distintos componentes relacionados

con la regulacion de la PA 'y de la volemia, como son el SRAA (Ang Iy Ang 1), la ADH y la NA.

3.1 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

El SRAA es un elemento crucial en la regulacion sistémica de la PA 'y del balance hidrico,
pero la hiperactividad de la Angll sobre el rifion esta relacionada con dafio renal severo,
nefropatias, estenosis de la arteria renal y con el DRA (Sharmay cols., 2019). En nuestro estudio,
analizamos algunos de los componentes del SRAA para evaluar el efecto de la triple terapia sobre
el rifibn y observar si estos componentes sufren variaciones en dependencia de la edad y del estado
hidrico de los animales, pero, sobre todo, en el grupo TW+DES, el cual desarrolla un DRA.

3.1.1 Angiotensina I

En la figura 29 podemos observar que los niveles de Angl de las ratas SHR de 3y 7 meses
del grupo TW y TW+DES, aunque sufren fluctuaciones en los diferentes dias del estudio, no
presentan cambios significativos como consecuencia de la triple terapia, contrario a lo que cabria
esperar, ya que el tratamiento con IECAs produce un aumento en los niveles de Angl (Epstein y
cols., 2012). Sin embargo, nuestros resultados concuerdan con un estudio que analizo en el tejido
renal los niveles de las diferentes moléculas que intervienen en el SRAA, donde se evidencié que
los niveles intrarrenales de Angl y Ang (1-7) en ratas con DRA causado por isquemia- reperfusion
(I/R), presentaban un ligero aumento con respecto al basal o bien con respecto a los valores
preoperatorios, pero sin ser estadisticamente significativos. Igualmente, los animales con I/R
tampoco presentaron cambios estadisticamente significativos en Angl y Ang (1-7) con respecto a
las ratas SHAM (Allred y cols., 2000).

117



Angiotensina |

SHR 3 Meses SHR 7 Meses

A) B)
1250 = 12501
—* CT
10004 10009
¥ Tw

~
4
o

7501 —®- CT + DES

-B- TW + DES

o
o
o

500 A

Angl (pg/ml)
Angl (pg/mLl)

2501

2501

Figura 29. Niveles plasmaticos de Angiotensina I. A) Ratas SHR 3 meses, B) Ratas SHR 7 meses.
Los datos representan la media + EEM. B: basal; CT: control; CT+DES: control + deshidratacion;
D4: dia 4; D6: dia 6; I1B; ibuprofeno; SHR: ratas espontaneamente hipertensas; TW: Triple Whammy;

TW+DES: Triple Whammy + deshidratacion.

3.1.2 Angiotensina Il

La Angll es la hormona mas vasoactiva del SRAA, con una potente accion vasoconstrictora
sistémica y local muy bien estudiada. En los Gltimos afios se ha podido evidenciar su relacién con
el dafio renal y vascular debido a que puede actuar como una citoquina, ya que favorece el
reclutamiento de células inflamatorias (Alcazar y cols., 2003). Podemos observar en la figura 30
un aumento significativo de Angll en D6 en las ratas de 3 y 7 meses del grupo TW+DES con
respecto a su basal y al mismo punto de estudio de su grupo CT+DES. Ademas, en las ratas de 7
meses del grupo TW también se observa un aumento estadisticamente significativo en los valores
de esta hormona. Por otro lado, las ratas de 7 meses parten de valores basales de Angll mas
elevados que las ratas de 3 meses, este aumento se mantiene durante todo el estudio, casi
duplicandose en el D6. Por lo cual, la diferencia de edad entre las ratas de 3 y 7 meses puede estar
influyendo en los niveles de Angll. Igualmente, el grado de hidratacion puede estar relacionado
con los niveles elevados de Angll, pues las ratas de 3 'y 7 meses del grupo TW+DES presentan
mayor aumento de esta hormona con respecto a las del grupo TW, ya que la deshidratacion puede
causar una disminucion en la volemia que repercute en la regulacion hemodindmica y a su vez

favorece la activacion del SRAA vy, por ende, puede producir una elevacién de la Angll. Esta
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elevacion desencadenaria la cascada inflamatoria al estimular el receptor AT1 y potenciar el dafio
renal, pues segun lo observado, el grupo TW+DES es el que ha desarrollado un DRA en nuestro

modelo.

La Angll aumenta en el D6 a pesar del uso de trandolapril que bloquea la ECA impidiendo
su formacion. Sin embargo, cuando se usan los IECAs de forma crénica se produce una doble
activacion en la produccion de Angll: por la disminucién de su degradacién y por el aumento de
la produccidn intraglomerular debido al aumento de la expresion de la ECA, que lleva a mas
produccién de Angll (Soler y cols., 2008). Por otro lado, otros estudios evidencian que el uso del
trandolapril no disminuye los niveles de Angll y que el enalapril los aumenta después de usarlo
durante 4 semanas en ratas SHR (Nagano y cols., 1991). El aumento de la Angll que observamos
en nuestro modelo de DRA puede explicarse porque aun cuando existe un bloqueo del SRAA, la
produccién de Angll puede aumentar a través de vias alternativas independientes de la ECA
(Lorenz, 2010). Algunos estudios consideran que, en vez de bloquear el efecto de la Angll para
contrarrestar la hiperactividad, se deberia potenciar la formacion de Ang (1-7) que favorece la
vasodilatacion. Asi mismo, el uso combinando de IECAs puede ser una nueva forma de reducir
los efectos indeseables de la hiperactividad del SRAA en el DRA (Ba Aqgeel y cols., 2017).

La Angll también se ha estudiado en modelos de DRA y se ha observado que en el DRA
por I/R, las ratas con isquemia renal presentan un aumento significativo de la Angll intrarrenal
(Allred y cols., 2000). Otro estudio también sefiala que la Angll puede sufrir modificaciones
durante un DRA, sobre todo aumentando a nivel intrarrenal (Sharmay cols., 2019). De igual modo,
en el DRA por I/R el aumento de la Angll y su actividad vasoconstrictora estimula la produccién
de peréxido de hidrégeno en el endotelio lo que puede disminuir la vasodilataciéon y la
disponibilidad de ON, asi mismo se ha comprobado que existe un aumento de la Angll durante la
recuperacion de los animales con DRA (Phillips y cols., 2010). Todo esto sugiere que la Angll
también puede aumentar en procesos agudos y que estd muy relacionada con el dafio renal, ya que
altas concentraciones de Angll en pacientes hospitalizados aumentan el riesgo de DRA en un 22
% Yy esta estrechamente asociada con moléculas inflamatorias como IL-6 y TNFR-1 (Robinson-
Coheny cols., 2016).
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Figura 30. Niveles plasmaticos de Angiotensina Il. A) Ratas SHR 3 meses B) Ratas SHR 7 meses.
Los Los datos representan la media £ EEM. * p<0,05 y *** p<0,01 respecto a la muestra basal del
grupo, # p<0,05 respecto al grupo control en el mismo dia de tratamiento. B: basal; CT: control;
CT+DES: control + deshidratacion; D4: dia 4; D6: dia 6, IB: ibuprofeno; SHR: ratas espontaneamente
hipertensas; TW: Triple Whammy; TW+DES: Triple Whammy + deshidratacion.

Finalmente, los valores observados en nuestro modelo indican que existe un aumento en
plasma de Angll a pesar del uso de un IECA por la hiperactivacion del SRAA que presentan las
ratas SHR (Antonaccio y Kerwin, 1980; Garst y cols., 1979; Haddad y Garcia, 1996; Hefti y cols.,
1985), a su vez favorecida por la deshidratacion, sin descartar que la triple terapia por si sola

también pueda provocar alteraciones de esta enzima como se observa en el grupo de ratas TW de
7 meses.

3.1.3 Hormona antidiurética

La ADH favorece la reabsorcion tubular de agua en el tdbulo distal estimulado por los
cambios osmoticos a este nivel. Asi mismo pueden existir ciertas situaciones que promueven la
accion de la ADH como: ansiedad, dolor, hipoxemia, hipercapnia, nauseas, vomitos, estados

postoperatorios y algunos farmacos que pueden favorecer la aparicion de oliguria (Schetz y Hoste,
2016).
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Figura 31. Niveles plasmaticos de la hormona antidiurética. A) Ratas SHR 3 meses B) Ratas SHR 7
meses. Los datos representan la media £+ EEM. ADH: hormona antidiurética; B: basal; CT: control;
CT+DES: control + deshidratacion; D4: dia 4; D6: dia 6; SHR: ratas espontaneamente hipertensas;
TW: Triple Whammy; TW+DES: Triple Whammy + deshidratacién.

En la figura 31 observamos que no hay cambios significativos de los niveles de esta
hormona en ninguno de los grupos de estudio. Por lo cual esta hormona no sufre modificaciones
importantes incluso en los grupos con DRA. Podriamos esperar que la ADH estuviera aumentada
(debido a la eliminacion de agua que provoca la furosemida) para favorecer la reabsorcion de agua
y contrarrestar la accion del farmaco; pero los resultados son muy dispares entre los diferentes
grupos y no concluyentes con respecto a esta hormona. Sin embargo, algunos estudios sugieren
que seria provechoso administrar ADH en el DRA provocada por sepsis, ya que esta puede llevar
a cabo un efecto vasopresor y mejorar la perfusién glomerular, para tratar de mejorar la
hemodinamica a nivel renal (Suarez y Busse, 2020). De igual forma no parece que la diferencia
entre la edad de las ratas, asi como la deshidratacion produzcan algan efecto que altere los niveles

de la hormona en nuestro modelo experimental.

3.1.4 Noradrenalina

La noradrenalina (NA) es un neurotransmisor del SNS, que pertenece a la familia de las
catecolaminas, es liberada desde la terminacion nerviosa y participa en la regulacion de la funcion
renal. Dentro de sus acciones mas importantes cabe resaltar la regulacion del flujo sanguineo renal,
de la TFG y la liberacion de renina. Si bien es cierto que el SNS interviene en la regulacion renal,

también esta relacionado con la aparicion y progresién del DRA y la ERC favoreciendo la
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inflamacion y la fibrogénesis. La NA puede favorecer el dafio renal hasta progresar a un DRA y

desencadenar cambios hemodindmicos a nivel renal (Nohy cols., 2020).

En la figura 32 podemos observar que las ratas de 3 meses del grupo CT+DES y TW+DES
presentan un aumento significativo de NA en D4. Sin embargo, en las ratas de 7 meses el aumento
en D4 solo se observa en el grupo TW+DES. Ademas, observamos que todas las ratas de 7 meses
parten de valores basales de NA mucho mas altos que las ratas de 3 meses, y también que los
niveles de NA en D6 (cuando ocurre el DRA) vuelven a descender alcanzando niveles cercanos al
basal. Ahora bien, en el caso de los animales tratados con la triple terapia, el aumento de la NA
puede estar mediado por la disminucién de la PA y por la deshidratacion, ya que observamos un
mayor aumento en los grupos con restriccion del volumen de agua (DES), lo cual provocaria una
estimulacion del SNS favoreciendo su liberacion para aumentar los niveles de PA por medio de la
retencion de Na*, puesto que se sabe que la NA favorece el aumento de la PA en ratas SHR (Gaudet
y cols., 1996). A pesar de ello, en D6 observamos un descenso en los niveles de NA, que puede
favorecer aun mas el descenso en los niveles de PA vy, por ende, alterar la red de regulacion
hemodinamica. Igualmente, si el SNS no logra mantener los niveles adecuados de PA debido a su
efecto a corto plazo, se ponen en marcha factores mas potentes que regulan la PA como el SRAA,
que se puede justificar por el aumento de la Angll en D6 en los animales del grupo TW+DES que

son los que sufren un DRA.
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Figura 32. Niveles plasméaticos de noradrenalina. A) Ratas SHR 3 meses B) Ratas SHR 7 meses.
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. B: basal; CT: control; CT+DES: control
+ deshidratacion; D4: dia 4; D6: dia 6; IB: ibuprofeno; SHR: ratas espontdneamente hipertensas;
TW: Triple Whammy; TW+DES: Triple Whammy + deshidratacion.
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Finalmente, al igual que lo observado en los valores de Angll, la diferencia entre las edades
de las ratas y el factor deshidratacién parecen influir en los niveles de NA, favoreciendo un
aumento mayor en las ratas SHR de 7 meses del grupo TW+DES. Sin embargo, un estudio
determind que la concentracion de NA en plasma no era un buen indicador de la actividad
simpatica nerviosa y que no era apta para estudiar la liberacién de NA presinéptica en ratas SHR
(Berg y cols., 2012). En cualquier caso, la concentracion de NA en la sangre podria tener un valor
en si mismo, independientemente del nivel de activacion del SNS, ya que es un potente
vasoconstrictor, tiene efecto inotrépico y cronotropico cardiaco, y favorece la liberacion de renina

y la retencién de Na".

Es necesario continuar con la busqueda otros métodos que permitan estudiar y evaluar la
participacion del SNS en el modelo de DRA provocado por la triple terapia, debido a que el SNS
es un elemento muy importante que esta involucrado en el desarrollo del DRA, ademas el SNS es
muy elastico y difuso, pudiendo haber actividad simpéatica general baja y alta actividad simpatica
renal, la cual puede favorece el incremento del tono y la resistencia vascular agravando la
reduccion del flujo sanguineo renal y disminuyendo la perfusion durante el DRA (Kaufmann y
cols., 2015).
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El DRA es una enfermedad que ha cobrado mucha importancia en los Gltimos afios debido
a su gravedad y al riesgo de complicaciones como la evolucion a una ERC o la muerte. Por lo
tanto, el desarrollo de este modelo animal que reproduce un DRA prerrenal inducido por el uso de
la triple terapia, intenta replicar lo que se observa en la practica clinica. Para llegar a este modelo
experimental, se desarrollaron diferentes experimentos pilotos, se probaron distintas vias de
administracion de farmacos, y se realizaron diversos estudios de dosis/respuesta. Esto evidencia la
complejidad de los factores implicados, SRAA, SN, entre otros, que inciden en la red de regulacién
hemodinamica sistémica y por ende en la funcion renal. Este modelo de DRA desarrollado en ratas
hipertensas nos ha permitido estudiar como estos farmacos interacttan y afectan la regulacion de
diferentes parametros utilizados en el diagnéstico del DRA. Ademaés, hemos podido evaluar el
efecto que pueden tener distintas comorbilidades como la edad y la deshidratacion en las distintas
variables, al permitirnos estudiar su relacion con algunos de los biomarcadores utilizados en la
caracterizacion del dafio renal y con algunas moléculas que participan en la regulacion

hemodinamica.

Debido a la importancia que tiene el DRA en algunos grupos de edades, sobre todo en
aquellos con diferentes problemas de salud, es importante conocer cdmo se ven afectados los
distintos puntos de la red de regulacion hemodindmica con esta combinacion de farmacos
antihipertensivos y antiinflamatorios, de modo que se puedan desarrollar estrategias para prevenir
la posibilidad de sufrir un DRA, ya que el uso de estos farmacos es muy elevado en la poblacién
espafiola por la prescripcion frecuente de estos y por la automedicacién de los AINEs (Calvo y
cols., 2020). Este estudio ha demostrado que estos farmacos en combinacion pueden causar en las
ratas un DRA prerrenal que en muchas ocasiones es grave, ya que en nuestro estudio tuvimos una
mortalidad proxima al 25 % en el grupo TW+DES. Asi mismo, pudimos comprobar como algunos
factores pueden estar incidiendo en la aparicion y gravedad del DRA, al observar que laHTA 'y el
grado de hidratacion de los animales son factores importantes para el desarrollo del DRA en
nuestro modelo experimental. Esto se relaciona con lo que sucede en la clinica, donde los
pacientes, llamados cominmente pacientes fragiles, se caracterizan por tener una edad avanzada,
sufrir de diferentes enfermedades o comorbilidades como la HTA, presentar cierto grado de
deshidratacion, pérdida de la reserva funcional renal, asi como otros factores de riesgo tanto

individuales como ambientales, ademas de usar determinados farmacos que pueden causar
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interacciones con efectos negativos (Figura 33). Todo esto puede favorecer el desarrollo de una
fragilidad hemodindmica que predispone la aparicion de numerosos problemas de salud,
incluyendo el riesgo de sufrir una enfermedad renal, como también alteraciones en la regulacién
de la PA, hipovolemia e IC entre otras, y que hace necesario abordar el problema bajo un nuevo
concepto que permita estratificar el riesgo de estos pacientes. Una estrategia seria llevar a cabo
una medicina méas personalizada, que permita determinar mejor los factores que inciden en la
aparicion del DRA, sobre todo cuando son sometidos a este tipo de tratamientos tan habituales

para el control de la HTA y el dolor (Docherty y cols., 2021; Hinson y cols., 2020).
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Figura 33. Esquema de la relacion entre la deshidratacion, las comorbilidades y la fragilidad
hemodindmica en el anciano (Docherty y cols., 2021).

Es evidente que la PA sufre una disminucion aguda e importante (Tabla 14) con el
pretratamiento, que repercute en el estado hemodinamico de los animales pudiendo contribuir a la
hipovolemia y, por tanto, traer asociado efectos deletéreos en todo el organismo, incluido el rifion.
El uso de la furosemida y trandolapril en los primeros dias de pretratamiento predispone a los
animales, al afectar considerablemente los sistemas de regulacién y provocar un desequilibrio en
el estado hemodinamico desde las primeras dosis, lo que deja expuesto al rifion frente a los efectos
aditivos que provoca el ibuprofeno, que favorecen el establecimiento del DRA (Farquhar y cols.,
1999; Kafetz, 1992). Por otra parte, en pacientes se ha observado que el efecto de la combinacién
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del diurético con un IECA puede predisponer a la aparicion de diferentes problemas de salud. Asi
mismo, el diurético por si solo puede causar algunos cambios a nivel sistémico dentro de los cuales
se pueden mencionar: hipocalemia, hiponatremia, deshidratacion, con lo cual puede aumentar el
riesgo de DRA en los pacientes, con altas probabilidades de complicaciones y muerte (Ruedinger
y cols., 2012).

La restriccion de volumen de agua provoca un balance hidrico negativo que, sumado al
efecto de los tres farmacos, se convierten en factores de riesgo estresantes para los animales de
nuestro modelo experimental, como también ocurre en los pacientes con deshidratacion y
hemodindmicamente fragiles (Docherty y cols., 2021). Por otra parte, la Angll puede estar
implicada en los procesos fisiopatoldgicos que dan lugar al DRA, y se relaciona con la progesion
y gravedad del dafio; pues estimula la liberacién de moléculas proinflamatorias. La Angll se puede
elevar aun en presencia de un IECA; esto habla a favor de que la hormona se produce por medio
de vias alternativas, para evadir el bloqueo realizado por el trandolapril en la via de sintesis clésica;
con el fin de contrarrestar la hipoperfusion renal y la disminucion de la PA. Esto parece concordar
con lo observado en los valores de NA en D4 que aumentan significativamente en los animales
con DRA, pero que como hemos dicho antes no esta del todo dilucidado y es necesario seguir
estudiando los efectos e implicaciones que puede tener el SNS en el establecimiento y evolucion
del DRA.

Asi mismo, estos resultados pueden ayudarnos a realizar una aproximacion diferente en el
diagnostico del DRA causado por la triple terapia, ya que se evidencia una relacion entre el DRA
y las diferentes comorbilidades existentes (HTA, edad y deshidratacion) en nuestro modelo, como
también sucede en los pacientes (Lind y cols., 2019). Esto convierte al DRA inducido por la triple
terapia en un problema de salud complejo que involucra numerosos elementos, por lo que ya no
seria un Triple Whammy, sino que podria decirse que se trata de un cuadruple Whammy. Nuestros
resultados, junto a otros estudios existentes en pacientes (Camin y cols., 2015; Dreischulte y cols.,
2015; Hinson y cols., 2020; Mangoni y cols., 2017; Ruedinger y cols., 2012; Shenfield y Loboz,
2004; Whiting y cols., 2017), nos llaman a replantear el uso de estas terapias combinadas de forma
rutinaria sin calcular los efectos negativos que estas puedan ocasionar, siendo necesario
monitorizar mas de cerca su uso y hacer nuevas estrategias de prescripciones mas ajustadas a las
necesidades de los pacientes, evaluando los riesgos-beneficios de cada medicamento y tomando

en cuenta los distintos grupos de pacientes a los que se pretende tratar.

Igualmente, los diferentes biomarcadores nos permiten caracterizar el DRA como

prerrenal, debido a que algunos marcadores caracteristicos de DRA intrinseco no estan alterados
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en nuestro modelo, como es el caso del NAG, EFNa y la excrecion urinaria de proteinas, entre
otros. Sin embargo, la elevacion de algunos marcadores que se usan para la deteccion precoz del
dafo tubular, como NGAL y PAI-1, podrian estar indicando un dafio incipiente de tipo intrinseco
o renal, que si se deja evolucionar en el tiempo puede convertirse en un DRA intrinseco establecido
con efectos muy negativos sobre las demds estructuras renales. NGAL parece estar muy
relacionado con el grado de hidratacion, ya que algunos estudios evidencian que este biomarcador
aumenta en DRA asociado a deshidratacion (Antonopoulos y cols., 2011; Celik y cols., 2013); por
lo cual, su determinacion podria ser crucial en estos casos. PAI-1 podria jugar un papel
preponderante, ya que se eleva en el D4, incluso antes de que aumente la CrP en D6, momento en
que ocurre el DRA, y puede ayudar a tomar algun tipo de accion preventiva que permita reducir la

exposicion a algunos de los farmacos implicados, evitando la aparicion del DRA.

Finalmente, los resultados obtenidos sirven de base para continuar estudiando el DRA
prerrenal causado por la triple terapia (trandolapril, furosemida e ibuprofeno). Este acercamiento
nos abre las puertas para realizar nuevos estudios que involucren otras comorbilidades que
pudieran estar presentes en los pacientes y que influyan directamente en la patogénesis de este
sindrome. De igual modo, es necesario valorar la posibilidad de analizar otros biomarcadores que
pudieran estar involucrados en la fisiopatologia del DRA y que resultarian de utilidad tanto para
la caracterizacion como para el diagnéstico precoz. Los estudios de expresion génica serian
importantes para estudiar PAI-1 y NGAL, lo cual nos brindaria méas informacion sobre su origen
y su participacion en este modelo de DRA especificamente. Sin lugar a duda, es sumamente
importante continuar el estudio de los diferentes componentes que inciden en la regulacion de la
PA, como son el SRAA 'y el SNS, para determinar su participacion de forma mas especifica en el
DRA y como su regulacion (activacion/inhibicion) puede contribuir al manejo de este sindrome.
Esto nos puede permitir desarrollar nuevas estrategias diagnosticas y terapéuticas mucho mas
personalizadas, que disminuyan el riesgo de DRA en este tipo de pacientes que, debido a sus
enfermedades necesiten usar antihipertensivos como los IECAs, los ARAII y los diuréticos, junto
con los AINEs para el tratamiento del dolor.

127









CONCLUSIONES






CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

CONCLUSION PRIMERA

En la rata hipertensa, el doble tratamiento antihipertensivo formado por el trandolapril
y la furosemida predispone a sufrir un DRA cuando reciben el analgésico AINE

ibuprofeno.

CONCLUSION SEGUNDA

La deshidratacion supone un factor de riesgo afiadido muy importante, que aumenta
significativamente el DRA producido por el Triple Whammy.

CONCLUCION TERCERA

El DRA que desencadena el ibuprofeno en estas condiciones tiene, en términos
generales, caracteristicas de dafio prerrenal. Sin embargo, el aumento del marcador
urinario NGAL, pero no de otros marcadores, indica que probablemente se producen

alteraciones sutiles y subclinicas del parénquima renal.
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