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Introduccion

Fisiologia Renal

El cuerpo humano posee dos rifilones, que se ubican fuera de la cavidad peritoneal, en el
retroperitoneo, cada uno a lado de la columna vertebral; es decir, en la region retroperitoneal. Los
rifiones poseen una morfologia similar a la de un frijol, donde el lado convexo se orienta hacia el
exterior. En la regidn interna del rifién se encuentra el hilio renal, que es la porcién media donde
se encuentran la arteria renal y vena renal, nervios y uréter. El rifidn posee corteza ubicada en la

superficie y zona mas externa del rifidn y la médula que se encuentra debajo de la corteza.

El rifién es uno de los érganos mas importantes del cuerpo dado que se encarga principalmente
del correcto balance de iones y agua, asi como del filtrado de desechos metabdlicos. Esto lo lleva a
cabo gracias a varios procesos fisioldgicos importantes como: la filtracion glomerular, que es el
mecanismo por el cual, el agua y otros solutos pequefios abandonan el sistema vascular y entran a
la capsula de Bowman; la secrecidn, que consiste en el movimiento de sustancias desde el citosol
de la célula hacia la luz tubular y la reabsorcién, que es el paso de sustancias de la luz tubular hacia

el intersticio adyacente.

La formacién de orina comienza con el filtrado glomerular, el cual solo permite el paso de
moléculas menores a 7000 Da, la filtracion es el proceso por el cual solo agua y algunos solutos
son capaces de atravesar la barrera de filtrado, dejando atrds a las proteinas en el sistema
circulatorio. Los solutos que principalmente se encuentran en el filtrado glomerular son iones de
sodio, potasio, cloro y bicarbonato; también podemos encontrar glucosa, urea, amino acidos y
algunos péptidos como insulina y la hormona antidiurética, en resumen, moléculas de bajo peso

molecular.!

pag. 5



Cuando las proteinas completas son mayores a 7000 Da y se encuentran en la orina, se presume

gue existe un dafio renal y que la barrera de filtrado no esta cumpliendo su funcidn.

La unidad funcional del rifién recibe el nombre de nefrona. Las nefronas estan compuestas por el
corpusculo renal que consiste en un agregado de capilares en bucle rodeados por una capsula
vacia de forma esférica llamada Capsula de Bowman. El corpusculo renal lo podemos dividir en dos
regiones diferentes para su estudio, por un lado esta el polo vascular, que es la regién donde se
encuentran la arteriola eferente y la arteriola aferente que es por donde el volumen de sangre
llega al glomérulo ya sea para la filtracion del mismo o para irrigar a la nefrona perse y por el otro
lado se encuentra, la regién opuesta a la vascular donde se encuentra una abertura en la capsula

de Bowman, que tiene como destino la primera secciéon del tubulo renal.

La barrera de filtracidon glomerular por la cual debe de pasar el plasma sanguineo en el corpusculo
renal, consiste de tres capas. La primera son las células endoteliales de los capilares del corpusculo
renal, el endotelio de estos capilares se encuentra fenestrado, es decir, que posee pequefias
aberturas a lo largo del capilar, las fenestras son permeables a todo el plasma sanguineo con
excepcion de gldbulos rojos y plaquetas. La siguiente capa intermedia, se trata de una membrana
basal, que no es propiamente una membrana lipidica, sino, una malla acelular de caracteristicas
gelatinosas compuesta de glicoproteinas y proteoglicanos. La tercera capa consiste en células
epiteliales que se encuentran de frente a la cdpsula de Bowman, llamadas podocitos. Estos
poseen una morfologia peculiar en forma de tentaculos de pulpo los cuales rodean en su totalidad
a la capsula de Bowman, estos “tentaculos” llamados procesos podocitarios tienen la funcion de
filtrar grandes volimenes de fluidos, pero a su vez evitar el paso de cualquier proteina grande
presente en el plasma. Esto es posible en parte por las diferencias de carga en las moléculas.

Debido a que la carga eléctrica presente en los podocitos y membrana basal son negativas, solo
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aquellas moléculas con carga positiva y/o neutra son capaces de atravesar la barrera de filtracion
de forma casi libre. Otro factor a considerar en la barrera de filtracién son las diferencias de
presidn oncdtica e hidrostatica que son fundamentales para regular el paso de los iones disueltos
en el filtrado glomerular. La presidn hidrostdtica es aquella que favorece el filtrado glomerular,

mientras que la presién oncdtica presente en la capsula de Bowman impide el filtrado glomerular.

Posteriormente, el filtrado glomerular, va a ser modificado a lo largo de los siguientes segmentos

de la nefrona: el tubulo proximal, el asa de Henle, tubulo distal y el sistema de ductos colectores.

El tdbulo proximal se encarga de drenar lo que fue filtrado a la capsula de Bowman y para su
estudio se puede dividir en el tubulo contorneado proximal y la seccidn recta que desciende hacia
la médula, de manera perpendicular a la corteza, donde se reabsorbe aproximadamente ?%/; del
agua filtrada, asi como todas las moléculas orgdnicas que el cuerpo desea conservar como,
glucosa, aminoacidos, y varios iones importantes como potasio, sodio, fosfato y calcio. También es
en esta porcién donde se excretan sustancias consideradas desechos metabdlicos como la urea y

creatinina.

En la siguiente porcidn de la nefrona se encuentra el asa de Henle que esta compuesta de
diferentes segmentos los cuales desarrollan funciones diferentes y especificas. La parte
descendente delgada; la ascendente delgada y la porcién ascendente gruesa, donde se lleva a

cabo la reabsorcién del 20% del sodio y cloro, y a su vez del 10% del agua filtrada.

En el tubulo distal se encuentran las células que conforman la macula, éstas células censan el cloro
y el sodio presente en la luz tubular y generan sefiales que influyen en otros aspectos de la funcion
renal como en el sistema renina angiotensina aldosterona. Por ultimo, el tdbulo contorneado
distal y conector pueden reabsorber solo el 5% de agua y solutos presentes en la orina, mientras

que el tubulo colector es la seccion donde varios tubulos conectores se unen para formar uno
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solo. La reabsorcion de agua y solutos en el tubulo colector es regulado por la hormona

aldosterona y la hormona antidiurética (ADH).

El rindn posee poco mas de 1 milldn de nefronas, éstas se encargan del filtrado del plasma
sanguineo para asi mantener la homeostasis del cuerpo. Los rifiones filtran un aproximado de 180
litros al dia, lo que significa que tienen una tasa de filtrado glomerular (TFG) de 125 mL/min.! De
los 180 litros filtrados al dia se reabsorbe el 99%, es decir, solo el 1 % del filtrado formara la orina
que se excreta diariamente en el humano. Es necesario enfatizar que el rifidn no posee una

capacidad regenerativa de estas nefronas.

Los rifiones reciben un aproximado del 20% del gasto sanguineo donde es filtrado el plasma, el
restante 80 % se destina a la circulacidén en los capilares del érgano. La irrigacion renal comienza
con la arteria renal, la cual se divide en ramas mas pequefias que dan paso a las interlobares, que
a su vez dan origen a arterias de menor didmetro denominadas arcuatas de donde surgen las
arterias interlobulares. Son éstas, las que se proyectan hacia la corteza renal y a su vez, algunas se
proyectan de manera perpendicular casi en un angulo recto, cada una de éstas conduce hacia un

glomérulo, recibiendo el nombre de arteriolas aferentes.

El rifdn posee una irrigacién sanguinea diferente al resto de los érganos del cuerpo. Mientras que
en la mayoria los capilares se recombinan para dar inicio al sistema venoso, en el rifidn los
capilares glomerulares se recombinan para formar otro grupo de arteriolas llamadas arteriolas
eferentes. Lo que favorece a que, la sangre entre a cada glomérulo por la arteriola aferente y salga
del mismo por la arteriola eferente, ésta a su vez se subdivide en otro conjunto de capilares,
llamados peri-tubulares que se encuentran ampliamente distribuidos en la corteza del rifidn. Estos
capilares tienen la funcidn de proporcionar oxigeno y nutrientes a las células epiteliales del tubulo
proximal.
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La médula renal recibe una cantidad menor de sangre en comparacion a la corteza, es de hecho un
sistema diferente de capilares los que se encargan de la irrigacién en este punto, estos capilares

reciben el nombre de vassa recta.

Debido a la estrecha relacién entre el sistema circulatorio y el rindn para que este pueda llevar a
cabo la depuracién del plasma, una caida en el aporte sanguineo a este érgano representa un
factor de riesgo para sufrir importantes alteraciones, un claro ejemplo de esto es: la lesién renal
aguda (LRA). Este tipo de lesidon se caracteriza por una caida repentina y transitoria del flujo
sanguineo renal, lo que ocasiona una reduccidn de la TFG.2 Una de las principales causas de LRA es
la isquemia renal 3 que se presenta como resultado de falla cardiaca® o perdida excesiva de agua 6

sangre como es el caso de la deshidratacién 6 algin procedimiento quirdrgico, respectivamente.?

Fisiopatologia de la Lesion Renal Aguda

La LRA es una complicacion importante entre pacientes hospitalizados responsable de
aproximadamente 2 millones de muertes anuales a nivel mundial.> ® La incidencia de LRA es del
7% en los pacientes hospitalizados, este porcentaje puede ser hasta del 18% en paises de bajo

ingreso econémico, ®>con un incremento de hasta el 50% en pacientes en terapia intensiva.’

La mortalidad de los pacientes criticamente enfermos que se encuentran en las unidades de
terapia intensiva que presentan LRA ha incrementado del 15% al 80%. ®> Otro dato importante
resaltar, es que la incidencia de la lesidn renal aguda ha incrementado hasta cuatro veces desde
1988 al 2003 olo en Estados Unidos. Mas recientemente, del 2008 a 2012 multiples estudios
observacionales demostraron que pacientes que han sobrevivido un episodio de LRA tienen un

riesgo mayor de progresar a Enfermedad Renal Crénica®
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En la clinica, la LRA se diagnostica por la medicidén de los niveles de creatinina en suero, donde la
creatinina un producto de desecho metabdlico que debe ser depurada en los rifiones. Es por eso
gue los niveles elevados en suero son un indicador de dano renal, ya que los rifiones no estdn
cumpliendo su funcidn de depurarla. Sin embargo, los diferentes criterios de clasificacion de la LRA
han llevado a inconsistencias al momento del diagndstico, tratando de evitar esto, la organizacion
para mejorar los resultados globales de la enfermedad renal (KDIGO: Kidney Disease Improving

Global Outcomes ) ha estipulado tres estadios de la LRA:

Estadio Creatinina Sérica Gasto Urinario

1.5-1.9 veces el valor basal o <0.5 ml/kg/h por 6-12 hrs

1 un incremento >0.3 mg/dl
2 2.0-2.9 veces el basal <0.5 ml/kg/h por mas de 12 hrs.
>3.0 veces el basal o un <0.3 ml/kg/h por mas de 24 hrs o
incremento de la creatinina anuria por mas de 12 hrs.
3 hasta >4 mg/dl o terapia de

remplazo renal

La lesion renal aguda implica una relacion compleja entre la hemodinamica renal, la lesion tubular
y los procesos inflamatorios. La LRA clinicamente se describe en tres fases importantes y una
intermedia, que son: la iniciacidn; que ocurre cuando existe una caida en el flujo sanguineo renal
(FSR) que conlleva a una reduccion severa en los niveles de adenocil 5'-trifosfato (ATP) que
ocasiona un dafo celular agudo en el epitelio tubular; una fase intermedia, denominada fase de
extensidn, que esta relacionada con la duracion del evento isquémico, donde los principales
factores de dano son la generacion de un ambiente hipdxico y la consiguiente respuesta
inflamatoria; y la fase de mantenimiento, en donde las células experimentan procesos de

reparacion, migracién , proliferaciéon y apoptosis en un intento de re-establecer y mantener la
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integridad tubular; durante la fase de recuperacion el FSR y la diferenciacion celular contindan,

con el fin de reparar la polaridad epitelial y regresar a una funcidn celular y renal normales. °

Durante la LRA, las células del epitelio tubular sufren dafio, el cual si es severo puede llevar a
muerte celular mediante apoptosis y necrosis (necrosis tubular aguda (NTA). También se presenta
dano endotelial, que se caracteriza por pérdida de glicocalix, interrupciones en el citoesqueleto de

actina, alteraciones de las uniones celulares endoteliales y la ruptura de la matriz peri vascular que

culminan en incremento en la permeabilidad vascular y perdida de fluido hacia el intersticio.

Asi mismo, la respuesta inflamatoria contribuye de manera importante en el desarrollo de la
patologia, ya sea por la respuesta inmune innata o adaptativa, debido a la infiltracién de
macrofagos, neutrdfilos, células natural killer (NK), células dendriticas y células T natural killer
(NKT). No solo la respuesta inmune sino también las células tubulares contribuyen a la inflamacion
debido a produccién de citocinas pro-inflamatorias, como: el factor de necrosis tubular alfa
(TNFa), proteina quimio-atrayente de monocitos (MCP-1), Factor transformante de crecimiento

(TGF-B), asi como diferentes interleucinas: IL-8, IL-6, IL-1B. ¥°

Antes se especulaba que con tratar oportunamente la LRA y darle seguimiento al paciente hasta
que retomara su funcién renal basal, era mdas que suficiente y no representaban mayor
complicacion. Sin embargo, estudios recientes demuestran que la LRA incrementa el riesgo a largo
plazo de desarrollar enfermedad renal crénica (ERC). > > 12 No fue hasta el afio 2007 cuando se
evalud la sobrevida al afio, de los pacientes que habian presentado LRA y en los que, no se
observaron complicaciones, determindando que hacian falta mas estudios longitudinales que
midieran los efectos de la LRA sobre la funcién renal a largo plazo. ® No fue, sino hasta el 2011 que
Lakhmir S. Chawla, et al con estudios basados en grandes poblaciones, mostraron que pacientes
que sobrevivian a un episodio de LRA corrian el riesgo de progresar a estadios avanzados de ERC.
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Aproximadamente existe una incidencia de 600,000 casos de LRA, de éstos, el 20% de los
pacientes progresan a ERC cada afio, por lo cual estamos hablando que la LRA es la responsable de
120,000 casos de ERC avanzada en Estados Unidos. Existen varios factores como, la edad
avanzada, niveles bajos de albumina en suero, presencia de diabetes y la severidad de la LRA que

sirven como factores de riesgo para un mal prondstico a largo plazo. 3

Recientemente se ha demostrado que pacientes que presentan el estadio 1 de LRA son cuatro
veces mas propensos a desarrollar ERC, sin embargo, los pacientes en estadios mds avanzados
incrementan el riesgo hasta once veces de presentar ERC, evidenciando que existe una intima
relacidn entre la severidad de la LRA y la progresion a ERC, asi como, la frecuencia de episodios de
LRA. ¥ ® Existe, ademads, varios reportes en modelos animales que muestra que los rifiones son

susceptibles a desarrollar ERC después de un episodio de LRA.*

Fisiopatologia de la Enfermedad Renal Crénica

Se ha sugerido que la LRA es un importante factor de riesgo para la ERC. La enfermedad renal
cronica se define como una reduccion en la TFG menor a 60 ml/min y un incremento en la
excrecion de albumina en la orina por un periodo de tres meses o mayor. ** Desafortunadamente
no existe cura para la ERC y se va observando un deterioro del tejido renal en forma progresiva
hasta llegar a enfermedad renal crénica terminal (ERCT). Una vez que el paciente presenta ERCT,
solo puede sobrevivir si es tratado con terapia de remplazo como, la didlisis peritoneal vy

hemodiilisis 6 bien recibir un trasplante renal. ®

Los pacientes con ERC tienen un porcentaje elevado de complicaciones entre ellas, desarrollo de
LRA 3 por lo cual se sugiere que estos dos padecimientos se encuentran intimamente
relacionados.> 4 La enfermedad renal crdnica tiene prondsticos poco favorables, si existen

complicaciones, como episodios de LRA aumenta a 41 veces la probabilidad de desarrollar
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enfermedad renal crénica terminal (ERCT), comparado a solo 13 veces mas probabilidad de riesgo

de aquellas personas que solo presentaron LRA sin una ERC.1!

En afios recientes se han buscado los mecanismos involucrados en la progresién de LRA a ERC > 15,
dentro de los mecanismos que conllevan a esta enfermedad sobresalen la perdida de nefronas e
hipertrofia glomerular, la fibrosis e inflamacién intersticial, el dafio endotelial y la deformacién
vascular e hipertrofia tubular. > También se han sugerido mecanismos involucrados en los efectos

sistémicos e intrarenales de hipertension e hiperfiltracion. °

Un proceso de reparacion normal del epitelio involucra la produccién de factores de crecimiento y
proliferacién celular. A este respecto, estudios en animales han revelado que un evento de lesion
renal aguda condiciona que las células del epitelio tubular sufran un arresto en el ciclo celular en Ia
fase G2/M, lo cual esta intimamente involucrado en la fibrogénesis. Estudios en la expresion de
RNA mensajero (RNAm) y cuantificaciéon de proteinas han demostrado una sobre expresion de
(Factor transformante del crecimiento beta) TGF- (por sus siglas en inglés), factor de crecimiento
de tejido conectivo (CTGF por sus siglas en inglés), adicional a esto, estudios de expresién
gendmica han revelado la activacién del gen COL4A1 y COL1A1, responsables de la sintesis de

coldgena tipo 4 y 1 respectivamente 6

En nuestro laboratorio desarrollamos un modelo experimental en ratas, de progresién a ERC
secundario a un evento de LRA inducido por un fendmeno de isquemia/reperfusién (I/R). Este
modelo se caracterizé por el desarrollo progresivo de proteinuria, disminucidn en la depuracién de
creatinina y en el flujo sanguineo renal, pero sin el desarrollo de hipertensién arterial, lo cual hace
de este modelo una excelente forma de evaluar el impacto que tiene un evento de LRA en el

desarrollo de ERC.Y Las ratas que lograron sobrevivir a un episodio de LRA y aparentemente
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recobraron su funcidn renal, desarrollaron ERC después de 9 meses que se presentd el evento

isquémico.

Este estudio tiene como propdsito profundizar en las alteraciones histoldgicas que se presentan en
la historia natural de la progresidon a ERC posterior a un evento isquémico, desde que se induce la

LRA hasta el desarrollo de ERC.

Justificacion

La ERC es un problema de salud publica en México, genera gastos importantes al sistema de salud
dadas las graves complicaciones cardiovasculares y renales a largo plazo, por lo cual, el entender
de mejor manera los mecanismos por los cuales un evento de LRA conduce al deterioro progresivo
de la funcidn y la estructura renal, nos ayudaria a encontrar el primer eslabén para poder

desarrollar nuevos tratamientos que detengan o que retrasen la progresién a ERC.

Objetivo General

Determinar los cambios morfolégicos que ocurren en las nefronas tanto a nivel glomerular como

tubular posterior a un evento de LRA y que condicionan el desarrollo de ERC.

Objetivos Particulares

1. Determinar el curso temporal del incremento del didmetro glomerular, asi como, el
didmetro de los tubulos en las nefronas de las ratas afectadas a diferentes tiempos

durante la progresion de la enfermedad.

2. Llevar a cabo un registro de los cambios histoldgicos en el rindn de ratas afectadas para

compararlo con el grupo de ratas sanas.
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3. Comparar la densidad de glomérulos entre ratas sometidas a dafo isquémico y las ratas

con cirugia falsa durante el estudio.

4. Determinar el grado de proliferacion del epitelio tubular en la transicion de la LRA a ERC.

Metodologia

Modelo de Isquemia/Reperfusién: Se utilizaron 36 ratas Wistar macho con un peso entre 250 a
300 g. Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (30 mg/kg) y se colocaron en una cama
termoregulada, la isquemia renal bilateral (IR) se indujo al interrumpir el flujo sanguineo en ambos
rifiones mediante la colocacién de un clip en cada arteria renal durante 45 min, posteriormente,
los clips se retiraron y se verificd de forma visual que ocurriera una adecuada reperfusion en
ambos rifiones. Los animales fueron suturados y se dejaron evolucionar en 8 sub-grupos por 30,
60, 90 y 120 dias hasta su sacrificio. Las ratas sometidas a cirugia falsa (Sham), se manipularon de

la misma forma que las ratas sometidas a I/R, pero sin la colocacién de los clips.

Los grupos experimentales que se incluyeron en éste estudio son:

Sham de 30 dias (n=3)
e Sham de 60 dias (n=3)
e Sham de 90 dias (n=3)
e Sham 120 dias (n=4)

e IR de 30 dias (n=5)

e |Rde 60 dias (n=7)

e IR de 90 dias (n=4)

e |Rde 120 dias (n=7)
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Parametros funcionales: Cada 30 dias, las ratas se colocaron en jaulas metabdlicas para
recolectar la orina de 24 h y cada 90 dias se obtuvo previa anestesia con isoflurano, una muestra
de sangre de la arteria ocular para determinar la creatinina sérica (CrS). La concentracién de
creatinina en suero y orina se determiné por medio del ensayo QuantiChrom creatinine kit (DICT-
500); junto con la determinacion de la creatinina en la orina, se calculdé la depuracién de

creatinina (CrCl).

La excrecion de proteinas en la orina se determind en la recoleccién de 24 horas realizada

mensualmente por medio del método de turbidimetria con acido tricloroacético.

Después de los respectivos 30, 60, 90 y 120 dias de realizada la isquemia de 45 minutos, las ratas
se anestesiaron con pentobarbital sddico (30 mg/kg) y fueron colocadas nuevamente en una
mesa termoregulada. Se realizé el registro de la presién arterial media con un transductor de
presion (Model p23 db, Gould. Puerto Rico) y se capturd con un poligrafo (Grass Instruments,
Quincy, MA). Posteriormente se realizd una incision longitudinal en la linea media del abdomen,
se disecd y expuso la arteria renal izquierda y se colocé una sonda de ultrasonido (1RB,

Transonic, Ithaca, NY) alrededor de ésta arteria para realizar el registré del flujo sanguineo renal.

Estudios histopatoldgicos. Al finalizar el experimento, el rifién derecho se extrajo, fue separado en
corteza y médula renal; se almacend en nitrégeno liquido y posteriomente se conservaron a -70°C
para los estudios moleculares. El rifidn izquierdo se perfundié a través de un catéter en la arteria
femoral con amortiguador de fosfatos, manteniendo la presién arterial media de cada animal,
posteriormente se perfundié con 20ml de formalina al 10%, después se colocd en un frasco con
formol por un dia. Se realizaron cortes transversales para incluir en parafina, pasando por alcohol
al 70%, al 96%, y finalmente al 100% (deshidratacion), xilol (aclaramiento) y por ultimo en parafina
(impregnacion), con ayuda del equipo LEICA TP1020 Histoquinette. Al final de este proceso se
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obtienen pequeiios bloques de parafina con el tejido renal embebido, del cual se realizaron cortes
de 3u los cuales fueron tefiidos con hematoxilina-eosina (HE) con el fin de poder analizar la
morfologia y a su vez se realizé una tincidon Rojo de sirio para le evaluacion de fibrosis. Se analizo el
factor de proliferacion realizado una tincién inmunohistoquimica para Ki67. Donde el corte se
hidrata, se realizd la recuperacidén antigénica con citrato, después se realiza el marcaje con un

anticuerpo contra Ki67 y se revela con el sistema di-amino bencidina (DAB).

Ki67 es una proteina que nos sirve como indicador de la proliferacién celular, ya que esta presente
en el proceso de replicacion celular, proceso que es importante para la reparacién que revierte el
dafio provocado durante un evento agudo de isquemia, por lo cual se utilizé para medir la

regeneracion en el epitelio tubular.

En las laminillas tefiidas con HE, se evalud el tamaiio glomerular mediante la determinacién del
didmetro glomerular menor; para lo que, se capturaron 10 campos (10X) de corteza renal de cada
grupo de ratas utilizando una cdmara digital incorporada en un microscopio compuesto Nikon80iy
se midieron al menos 1500 glomérulos en las microfotografias digitalizadas por cada grupo. Se
cuantificd el didmetro glomerular con un promedio de tres didmetros por glomérulo y los
didmetros fueron agrupados en rangos con el fin de detectar la aparicion de hipertrofia
glomerular. También, se analizé el dafo tubulo intersticial con la medicién del diametro tubular
con el fin de detectar la presencia de una hipertrofia tubular. Asi mismo, se determiné el
porcentaje de glomérulos con glomeruloesclerosis y la cantidad de glomérulos por drea de cada

campo analizado un promedio de 1.073954843 mm?

En las secciones tefiidas con Rojo de Sirio se capturaron 5 campos (40X) subcorticales de los
rifiones de diferentes grupos para evaluar el porcentaje de fibrosis tubulo-intersticial mediante
morfometria. La fibrosis tubulo-intersticial consiste en expansidon de la matriz extracelular,
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deposicidén de colagena junto con distorsidon o colapso de los tubulos, por lo cual se delimito el
area afectada. El porcentaje de fibrosis se calculd al dividir el area fibrética entre el drea total
excluyendo el drea glomerular y el drea de la luz tubular. Para evaluar la proliferacion celular se
realizé inmunohistoquimica para Ki 67 y se cuantificé el nimero de células positivas para Ki 67 a

nivel tubular. Todas estas determinaciones se realizaron mediante un analisis doble ciego.

Andlisis estadistico

Para la descripcién de los grupos se utilizé el promedio de cada grupo con su respectivo error
estdndar. En el caso de determinar diferencias solo entre dos grupos se realizaron pruebas T de
Student para grupos no pareados. Mientras que, las diferencias estadisticamente significativas
entre tres o0 mas de los grupos estudiados, se llevaron a cabo pruebas de ANOVA de una via, con
prueba post-hoc de Bonferroni, donde se consideré significativo un valor de p < 0.05 para ambas
pruebas estadisticas. Las diferencias en los rangos de los didmetros glomerulares entre los grupos
se evaluaron mediante andlisis de contingencia, y las diferencias se evaluaron mediante la prueba
de Xi cuadrada con la correccién de Yates. La correlacion entre los datos fue evaluada por el test

de Pearson. La significancia estadistica se definid cuando el valor de p fue <0.05.

Resultados

Como se muestra en la Figura 1, la presidn arterial media (PAM) se mantuvo estable en todos los
grupos experimentales, con excepcidn de las ratas de 120 dias post isquemia, quienes registraron
una disminucion estadisticamente significativa, sin repercusion fisioldgica. El flujo sanguineo renal
(FSR) se mantuvo en parametros normales hasta el cuarto mes de seguimiento en el grupo
sometido a isquemia (Fig.2). Estos datos hacen sentido al observar que hasta el cuarto mes de

seguimiento no se observan cambios en la depuracién de creatinina (CrC) en los grupos de
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isquemia con respecto a sus controles, lo cual sugiere que a los 120 dias de evolucién post

isquemia auln no se detecta dafio funcional renal (Fig. 3).
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Figura 1. Registro entre grupos experimentales de la Presion Arterial Media (PAM). PAM
expresada en mm/Hg, las ratas con 120 dias de evolucidn post isquemia presentan una
disminucién significativa con respecto a su grupo cotrol. * p < 0.05.
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Figura 2. Seguimiento durante cuatro meses del flujo sanguineo
renal (FSR) entre grupos experimentales. FSR expresado en ml/min,
no se observan diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 3. La funcidn renal determinada por la Depuracion de creatinina
(CrC) no se ve afectada hasta los 4 meses de seguimiento posterior al
evento isquémico. La CrC eesta xpresada en ml/min, no hay diferencias
significativas entre los grupos.
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A pesar de que los animales sometidos a isquemia no presentaban aun dafio funcional, si se
observé aumento significativo en la proteinuria en el grupo de isquemia con seguimiento durante
120 dias. Este grupo muestra una diferencia significativa comparado con el grupo control y el resto

de los grupos de isquemia. (Fig. 4)
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Figura 4. Al cuarto mes de seguimiento existe un aumento significativo en la excrecién
de proteinas en orina, denotando el desarrollo de Enfermedad renal crénica al cuarto
mes de seguimiento posterior al evento isquémico. Proteinuria expresada en mg/24h,
solo el grupo de 120 dias post isquema denota una diferencia significativa ** p < 0.05 vs el
resto de los grupos

En lo que respecta al andlisis de los didmetros glomerulares, se observan diferencias entre los
grupos, siendo evidentes los cambios en didmetro glomerular entre ratas sham y post isquemia en
el mismo tiempo de evolucién. El grupo sham de 30 dias presento una distribucién normal, en la

cual el 50% de glomérulos se encuentra en un rango de 101-125 u (Fig.5.A). En los grupos Sham de
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60, 90 y 120 dias (Figuras 5B, C y D respectivamente) se aprecia que el crecimiento de las ratas per
se, modificé el tamano glomerular, el rango con mayor porcentaje de glomérulos (50%) cambid a:
126-150 p manteniéndose asi hasta el final del seguimiento, sugiriendo que las ratas han
completado su desarrollo en el cuarto mes posterior a la realizacién de la cirugia falsa. En
contraste con lo anterior, en los animales sometidos a isquemia renal, se presentd un patrén de
distribucidn diferente a los grupos controles desde los 30 dias post-isquemia. Como se observa en
la figura 5-E hubo un mayor porcentaje de glomérulos pequefios (30%) en el rango de 76-100 p,
contrastando con el grupo Sham correspondiente, donde solo el 20% de los glomérulos
pertenecen al mismo rango. Lo mismo se observa en el grupo de 90 dias post isquemia (Fig 5-F), el
cual presenta también un incremento en glomérulos de ese mismo rango (76-100 p) con un
porcentaje del 38% de glomérulos afectados, asi como, una reduccidn en los glomérulos del rango
151-175 p con respecto a su grupo control teniendo hasta un 10% menos de glomérulos en este
rango, lo que es consistente con el grupo post isquemia de 30 dias de evolucién previamente
mencionado, sugiriendo que existe un inclremento en la proporcién de glomérulos pequefios y un
correspondiente decremento de glomérulos grandes, dando como resultado, una reduccién de
tamanfio en los glomérulos que podria interpretarse como un fenémeno de hipoperfusién. No es
sino hasta el dia 120 después del insulto isquémico que es aprecia una marcada hipertrofia
glomerular, al incrementar de manera significativa la proporcién de glomérulos en rangos
mayores: de 8% y 4% de rangos altos de 176-200 u y de 201-225 u respectivamente. Esto
contrasta de forma evidente con las ratas pertenecientes a su grupo control, donde se presentan
menos del 2% en el rango de 176-200 p. Asi mismo en el grupo sham no se presentan glomérulos

en el rango de 201-225. (Fig. 5H).
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Figura 5. Hipoperfusién renal en el primer mes de seguimiento, asi como desarrollo de
hipertrofia glomerular al cuarto mes posterior al evento isquémico. Rangos correspondientes
al grupo Sham 30 dias (A) donde las diferencias significativas denotan el aumento de tamano
en los glomérulos por el propio crecimiento de las ratas (B, C, D). + p <0.05 vs S30d.

Se muestra una hipertrofia glomerular significativa en los grupos con 90 y 120 dias post-
isquemia isquemia (G,H). *p<0.05 vs Sham.



En este trabajo demostramos que el diametro tubular es un buen indicador de dilatacion tubular,
es posible apreciar que a partir de los 90 dias de evolucion posterior al insulto isquémico, existen
cambios significativos con respecto a su control; también se observa una diferencia significativa a
los 120 dias post isquemia, respecto a su control, que a su vez, es significativa con el grupo de 60

dias post isquemia. Lo que sugiere que la dilatacion tubular en el tejido es progresiva. (Fig 6).
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Figura 6. Dilatacidn tubular evaluada mediante la determinacion del
didmetro tubular, dilatacién desde el tercer mes de seguimiento posterior al
evento isquémico. Comportamiento del ancho tubular con diferencias
significativas desde el dia 90 y 120 post isquemia con respecto a su grupo
control * p < 0.05. A su vez el grupo de 120 dias post isquemia es
significativamente mayor con respecto a la fibrosis presente en el grupo de 60
dias post isquemia + p< 0.05.

La glomeruloesclerosis, se clasifica en 2 grupos para su estudio: la segmentaria y la global, donde
la segmentaria corresponde a la presencia de esclerosis de 50% o menos de la masa glomerular y

la global corresponde a mas del 50% de dafio en el glomérulo. En la figura 7.A se observan
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diferencias significativas en cuanto al porcentaje de glomérulos con esclerosis segmentaria a los

120 dias de evolucion post isquemia con respecto a su grupo control y a los demds grupos post

isquemia.
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Figura 7. Esclerosis glomerular en los grupos sometidos a isquemia, con presencia
importante al cuarto mes de seguimiento. Glomeruloesclerosis medida en los grupos,
donde solo la segmentaria posee un incremento significativo a los 120 dias post
isquemia con respecto al resto de grupos de estudio. ** p<0.05 vs todos los grupos.

Figura 8. Campos representativos de Glomeruloesclerosis De lado izg. Rata de 120 dias
Sham, a la derecha rata de 120 dias post isquemia. (HE / 10X)
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Es importante sefalar que en este modelo podemos corroborar que en la ERC hay una perdida de
nefronas. La densidad glomerular mostré una reduccion significativa del nimero de nefronas por
area en las ratas de 120 dias de progresion post isquemia, con respeto a su control, pasando de

58-60 glomérulos cada 1.7mm?en las ratas Sham a una reduccién de menos de 40 glomérulos en

la misma area en ratas de 120 dias post isquemia. (Fig.9)
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Figura 9. Niumero de nefronas por area en el desarrollo de Enfermedad renal crénica.
Numero de glomérulos por area (1.7mm?) donde se aprecia un decremento significativo
de glomérulos en el grupo de 120 dias de isquemia *p< 0.05.

Con respecto a la fibrosis tubulo intersticial es posible observar un incremento a partir del dia 90
post isquemia, que fue mayor y estadisticamente significativa a los 120 dias de evolucién, en

contraste con los respectivos grupos control donde la fibrosis en el tejido es casi nula (Fig. 10).
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Figura 10. Presencia de Fibrosis tubulo intersticial desde el tercer
mes posterior al evento de Lesidn renal aguda (LRA). Solo las ratas
de los grupos de 90 y 120 dias post isquemia mostraron un
incremento significativo de fibrosis tibulo-intersticial con respecto

al resto *p < 0.05 vs Sham.

Figura 11. Campos representativos de fibrosis. Del lado izq. Rata de 120 dias Sham, a la
derecha rata de 120 dias post isquemia. (Rojo de sirio/ 40X
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Por ultimo, se evalud la proporcién de nucleos positivos para la proteina Ki67 en las células del
epitelio tubular. Los resultados indican que en los grupos con isquemia se observa una des-
regulaciéon en esta actividad proliferativa, ya que la presencia de este factor se mantiene
incrementando con cada periodo de observacién, esto conlleva a un aumento en la dilatacion

tubular, lo que ademas podria ser responsable del desarrollo de fibrosis tubulo-intersticial (Fig.12).
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Figura 12. Proliferacién anormal evidente desde el tercer mes de

seguimiento. Evidencia de la desmesurada proliferacién celular en
el epitelio tubular *p < 0.05 vs Sham.

Figura 13. Inmunohistoquimica de KI67. Del lado izg. Rata de 120 dias Sham, a la derecha
rata de 120 dias post isquemia (IHQ / 40X)
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Discusion

La Enfermedad renal crénica (ERC) es un padecimiento considerado un grave problema de salud
publica. La ERC se caracteriza por anormalidades en la estructura o en la funcién renal, presentes
durante mds de 3 meses con implicaciones a la salud. Para la determinacidn de este padecimiento

se proponen los siguientes marcadores de dafio renal:

e Albuminuria > 30 mg/24h
e Anormalidades en el sedimento de la orina
e Anormalidades electroliticas debido a alteraciones tubulares

e Anormalidades detectadas en la morfologia

También la reduccion de la TFG se utiliza como un pardmetro para determinar el estadio de la ERC,
donde se caracteriza una TFG anormal cuando es menor a 60 ml/min, ya que la TFG normal es de

125 ml/min% 18

Dentro de los factores de riesgo que se saben predisponen al desarrollo de ERC se encuentra la
LRA. Sin embargo, hasta el momento se desconocen los mecanismos precisos que llevan al

desarrollo de disfuncidn renal crénica posterior a un evento isquémico.® 2% 2

Modelos animales han ayudado a dilucidar la fisiopatologia y el proceso de reparaciéon que ocurre
en la LRA, también han proporcionado pistas del desarrollo de la ERC posterior a un evento
isquémico.’® En este estudio, desarrollamos un modelo mediante el cual podemos disecar los
mecanismos que pueden estar participando en esta progresién. En los resultados demostramos,
que, en el grupo con cuatro meses de seguimiento posterior a un evento de LRA, no muestra
alteracion en la funcién renal, evaluada por la depuracidn de creatinina, tal y como se muestra en
la figura 3. La depuracidn de creatinina es un pardmetro usado ampliamente para el diagnéstico

de dafio renal, sin embargo, este parametro fisioldgico, no reflejé lo que estaba ocurriendo a nivel
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histoldgico. Estos resultados muestran que el tubulo-intersticio es afectado desde etapas
tempranas post-isquemia y que las nefronas no dafiadas en ese momento, se hipertrofian e

hiperfiltran para compensar la funcién de las nefronas dafadas.

Los cambios hemodindmicos son esenciales en la progresiéon a enfermedad renal crénica, ya que
se ha demostrado que existe una fuerte asociacion entre la hipertensién y el dano renal. La
hipertension ha sido asociada con el desarrollo de la disfuncién renal, siendo asi un elevado flujo
sanguineo un marcador de dafio renal. 22 Sin embargo, en este modelo experimental, ni la presién
arterial media ni el flujo sanguineo renal (FSR) mostraron cambios, denotando que en este modelo
los hallazgos observados de ERC son consecuencia directa del dafio isquémico agudo y que se

inicia en el tubulo-intersticio. (Fig. 2).

La elevacion de la proteinuria, caracteristica presente habitualmente en el dafio renal, se
incrementd de forma significativa a los 4 meses, con niveles superiores a los 30 mg/24h
considerados como indicativo de la ERC (Fig. 4), por lo tanto fue el Unico pardmetro funcional
(proteinuria) que mostrd la presencia de dafio renal, pero que fue evidente solo hasta el cuarto
mes de seguimiento, cuando a nivel histoldgico, ya eran evidentes las alteraciones desde los 3
meses de evolucidn post-isquemia, reflejado en el incremento del didametro glomerular, ancho

tubular y el incremento progresivo de fibrosis tibulo intersticial.

La progresién a enfermedad renal crénica se caracteriza por un continuo, progresivo e irreversible
dafio en la estructura del rifidn debido a la perdida de nefronas y al remplazo de tejido dafiado por
fibrosis. Se ha propuesto que, el mantenimiento de la funcién renal posterior a un evento de LRA

puede conducir a una hipertrofia glomerular y tubular. %

La cuantificaciéon del didmetro glomerular, refleja el aumento de tamafio en los glomérulos (101-

125 y 126-150 micras) en los grupos Sham 60, 90 y 120 dias se deben per se al desarrollo normal
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de las ratas (Fig.5A-D), sin embargo al comparar los didmetros glomerulares obtenidos en los
grupos post-isquemia, pudimos observar un incremento en el rango de glomérulos pequefios (76-
100 micras) , lo que sugiere un fendmeno de hipoperfusién entre los 30 y 60 dias post-isquemia
(Fig. 5 E), empero los glomérulos progresan a una hipertrofia, que se ve reflejada en el incremento
de los didmetros glomerulares de mas de 200 micras, posterior a los 120 dias post-isquemia. (Fig.
5 H). Estos resultados sugieren que hubo una perdida temprana de nefronas y que las nefronas
remanentes se hipertrofian para compensar la funcidon de las nefronas faltantes y de las que se

continuaron dafiando, como lo muestra la presencia de esclerosis segmentaria.

Los cambios histoldgicos son el estdndar de oro para el diagndstico de estas alteraciones, como se
ha reportado previamente, se han propuesto dos modelos con énfasis en la participacion del
glomérulo ¢ el tubulointersticio como sitios en los cuales ocurre un insulto renal que conlleva a
ERCT. En la hipdtesis de la “sobrecarga”, un insulto renal inicial tiene como resultado el
decremento en el nimero de nefronas funcionales, en respuesta a este fendmeno, las nefronas
aun presentes incrementan su funcién a manera de compensacién. Esto ocasiona a la larga un

dafio estructural en la nefrona y perdida de las mismas.

La segunda hipotesis, llamada “hipdtesis de la fibrosis” sugiere que un insulto renal inicial tiene
como resultado dafo tubulointersticial con la posterior inflamacién y dafo severo a la pared

tubulointersticial.

Estas vias previamente mencionadas no son mutuamente excluyentes, pero son dos maneras
diferentes de conceptualizar la naturaleza progresiva de la ERC.?* Es por esto que otro pardmetro
importante de dafio histoldgico es la dilatacién tubular, observandose diferencia significativa,
desde los 90 dias post isquemia, lo cual sugiere que los procesos de reparacion epitelial fallan
dando origen a una excesiva proliferacion de células epiteliales tubulares, que a su vez deriva en
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un incremento en el didmetro de los tubulos que, sumados a los incrementos en didametros
glomerulares conllevan al aumento de volumen renal. Aunado a esto, los andlisis histoldgicos
demuestran incremento significativo en la fibrosis tubulo intersticial, sugiriendo que los errores en
los procesos de reparacion epitelial, pueden ser causa de diferenciacién epitelio mesénquima
(DEM) que da lugar a la generacién de fibroblastos, responsables del incremento en la fibrosis

tubulointersticial.

Es bien sabido que la regeneracién tubular posterior a un evento de LRA, debido a la pérdida del
epitelio tubular, involucra una rdpida e intensa sefializacién en vias implicadas en la proliferacién y
diferenciacion de células epiteliales, acompanado de la secrecién de citocinas y factores de
crecimiento, por lo tanto, durante la LRA ocurren procesos de diferenciacidn, migracion, y la
proliferacién de las células sobrevivientes. Una sana regeneracion de la LRA no solo involucra el
cese de la divisién celular, sino también la re-diferenciacién de las células. Las células epiteliales
tienen una proliferacidn vigorosa posterior a la LRA, pero frecuentemente no existe recuperacion
a su estructura normal. Dando origen asi a errores en la reparaciéon tubular, que pueden derivar a
hipertrofia tubular y el establecimiento de fibroblastos que, posteriormente, son causantes de la
fibrosis tubulo intersticial. Por lo tanto, la LRA es seguida de una recuperacion incompleta y/o

desordenada que conlleva a un dafio residual que puede llevar al desarrollo de ERC.%* %

Para demostrar que los procesos en la regeneracion epitelial estan involucrados en la progresion a
ERC, se llevaron a cabo inmunohistoquimicas dirigidas al factor de proliferacidon celular Ki 67
donde es posible evidenciar que hay desregulacion de la replicacion celular (Fig. 12, 13)
denotando un marcado incremento en la proliferaciéon incluso a los 30 dias post-isquemia vy

manteniéndose elevacion de la misma a través de los 60, 90 y 120 dias post-isquemia, sugiriendo
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gue no se posee un control en la proliferacion celular y esta se mantiene de manera desmesurada

a través de la progresion a ERC.

Previamente se ha descrito que la filtracién anormal del glomérulo, inflamacidn, fibrogénesis y la
hipoxia contribuyen al desarrollo de dafio tubulointersticial a su vez perpetian el dafio renal,

contribuyendo a la progresién de la enfermedad renal crénica.?*

Conclusiones

Los resultados encontrados en este estudio, sugieren la presencia de alteraciones en la estructura
renal posteriores a una lesidn tipo isquemia-reperfusién, asociadas con el desarrollo de
caracteristicas tipicas de la enfermedad renal crénica. Con lo anterior demostramos, que
efectivamente un evento de LRA conlleva al desarrollo de ERC y que esta progresién de la ERC se
manifiesta de forma temprana a nivel histolégico, sin repercusiones a nivel funcional en los
primeros 3 meses del desarrollo de la enfermedad. Esta informacién es reveladora, ya que las
alteraciones fisiolégicas son detectables después de 4 meses de progresidon de esta enfermedad.
Finalmente, se ha descrito que el dafio isquémico puede resultar en glomérulos atubulares y que
puede ser el responsable de un decremento en nefronas funcionales, de forma tal que, las
nefronas funcionales remanentes se hipertrofian y son mas vulnerables a cambios patoldgicos. Asi
mismo, los mecanismos de reparacion celular sufren desregulacion en su funcién, teniendo como
consecuencia proliferacion celular excesiva que, a su vez promueve un fendmeno de hiperplasia

en los tubulos.
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