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RESUMEN:

Introduccion: El cisplatino es un agente efectivo quimioterapico usado en el tratamiento
de una amplia variedad de enfermedades neoplésicas. Uno de los efectos adversos mas
importantes del cisplatino es la nefrotoxicidad, la cual resulta del dafio epitelial del tabulo
renal, que puede manifestarse como una lesion renal aguda. Aproximadamente del 25 al
35% de los pacientes desarrollan dafio renal después de una dosis unica de cisplatino, lo
que en varias situaciones, obliga a una reducciéon de la dosis o la interrupcion del
tratamiento, por esta razon su uso se encuentra limitado por la nefrotoxicidad que produce y
que muchas veces no es clinicamente detectable en fases tempranas porque no se cuenta

con un biomarcador suficientemente efectivo.

Objetivo: Este estudio fue disenado para evaluar si la excrecion urinaria de Hsp 72 es un
buen biomarcador para detectar el dafio tubular inducido por la administracién de una dosis

unica de cisplatino.

Métodos: Se incluyeron 32 ratas de la cepa Wistar macho con un peso de 250 a 300 g que
fueron inyectadas con una dosis uUnica de cisplatino (7.0 mg/Kg i.p.) y se sacrificaron
después de 6, 12, 24, 72, 96, 120 y 192 h (n=4). El grupo control solo recibid una inyeccioén
de solucion salina. Al finalizar el periodo experimental, se registro la tension arterial media
(TAM) y el flujo sanguineo renal (FSR). Se determind la depuracion de creatinina (CrC), la
proteinuria (UprotV) y los niveles urinarios de NGAL, Kim-1 (por ELISA) y Hsp72 por

analisis de Western blot.



Conclusiones: La dosis tnica de cisplatino produjo nefrotoxicidad que se caracterizd por
una reduccion en la funcidn renal y dafo tubular después de 48-h. Ni NGAL, ni la
proteinuria fueron capaces de reflejar el dano inducido por el cisplatino. La excrecion
urinaria de Hsp72 aument6 en forma paralela al dafo tubular, siendo significativa a partir
de las 48-h. En cambio, el aumento de Kim s6lo fue significativo después de 72-h. Nuestros
resultados muestran que Hsp72 fue superior a la creatinina en suero, NGAL, y a Kiml y a
la proteinuria, como biomarcador para la deteccion del dafio tubular inducido por

cisplatino.



INTRODUCCION:

EMBRIOLOGIA DE LOS RINONES

Durante el desarrollo embrionario se forman tres sistemas renales ligeramente superpuestos
que de craneal a caudal son: 1) el pronefros, 2) el mesonefros y 3) el metanefros. El
primero de estos sistemas es rudimentario y no funciona, pero sirve como base para la
formacion de tibulos pronefrales que daran paso a la diferenciacion del mesonefros, el
segundo puede funcionar durante un breve tiempo al comienzo del periodo fetal y el tercero

es el responsable de formar el rifion (Sadler & Langman, 2007; Smith, Ferrés, & Fernandez,

1992).

Al comienzo el pronefros esta representado por 10 grupos celulares en la region cervical.
Al final de la cuarta semana desaparecen dando lugar a los Mesonefros que se derivan del
mesodermo intermedio, en la cuarta semana aparecen los primeros tubulos excretores que
se alargan rapidamente y forman un asa en forma de “S”, adquiere un ovillo que constituye
el glomérulo donde la sangre empieza a pasar y retorna hacia las venas mesonefrales.
Durante la quinta semana aparece el metanefros o rifiion definitivo que se desarrolla a partir
del mesodermo metanéfrico, en ésta etapa existen estructuras llamadas esferas metanefrales
que se duplicaran para tener las unidades filtrantes denominadas nefronas, ya se puede
observar un sistema colector desarrollado a partir de la yema uréter al que servird como

sistema excretor (Sadler & Langman, 2007).

Al terminar el desarrollo embrionario se puede clasificar 30 tipos de células distintas. Esta

diversidad celular modula diversos procesos fisioldgicos complejos; como funciones



endocrinas, regulacion de la presion arterial, transporte de solutos y agua, equilibrio acido-
base y eliminacion de productos de desecho y metabolitos de farmacos (Harrison & Fauci,

2012).

ANATOMIA DE LOS RINONES

Los rifiones son dos drganos excretores que se encuentran en los vertebrados, estos tienen
forma de frijol o alubia, estos se encuentra fuera de la cavidad peritoneal en contacto
estrecho con la pared abdominal posterior, estdn orientados en la zona media hacia la
columna vertebral.

En cada rifidn existe una estructura llamada hilio y por cada hilio penetra una arteria renal,
una vena renal y un nervio y la porciéon ensanchada del uréter llamada pelvis renal. La
pelvis renal estd unida con otras estructuras llamadas cdlices. Estos actuaran como
recipientes colectores de orina, que se eliminara por los uréteres hasta la vejiga (Eaton C &
Pooler P, 2006).

En el rifion se distinguen facilmente dos secciones denominadas como: la corteza y la
médula renal que se pueden diferenciar a simple vista ya que, la corteza tiene un aspecto
granuloso y la médula no, también en la corteza se encuentran la mayoria de las nefronas,
mientras que en la médula se encuentran las asas de Henle y la mayor cantidad de los

tubulos colectores (Eaton C & Pooler P, 2006)
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Fig 1. corte Longitudinal a través del rifién.

Tomado de www.nlm.nih.gov

La unidad funcional del rifién se conoce como nefrona y cada rifion contiene cerca de un
millon de nefronas, cada una tiene la capacidad de filtrar y excretar compuestos de desecho
para formar la orina. El rifion no pueden regenerar nuevas nefronas y pasados los 40 afios
de edad, en cada década de la vida, el numero de nefronas funcionales desciende un 10%
(Bobadilla, 2005; Guyton & Hall, 2006).

Cada nefrona consta de un componente filtrador esférico, denominado corpusculo renal, o
glomérulo y el epitelio tubular que se extiende desde este Ultimo (Thews & Mutschler,

1983).

CORPUSCULO RENAL

El corpusculo renal consiste en un mechdén compacto de asas capilares interconectadas,
conocidas como, glomérulo o capilares glomerulares, rodeado por una capsula denominada
capsula de Bowman. La sangre entra y sale de la capsula de Bowman por arteriolas que

penetran la superficie de la capsula a nivel del polo vascular (Thews & Mutschler, 1983).


http://www.nlm.nih.gov/

La sangre que pasa por el glomérulo es filtrada hacia el espacio de Bowman a través de la
membrana de filtracion glomerular que estd compuesta por tres capas: las células
endoteliales glomerulares, la membrana basal glomerular y los podocitos. Las células
endoteliales tienen numerosos poros, que son tan grandes que casi cualquier cosa mas
pequeiia que un glébulo rojo puede pasar a través del endotelio. La membrana basal
glomerular es mas gruesa y esta cargada negativamente para repeler a las proteinas. Los
podocitos tienen una morfologia peculiar, caracterizada por prolongaciones a modo de
tentaculos, de las que penden pedicelos ricos en actina, en contacto con la membrana basal
glomerular y en donde se forma el diafragma que tiene una apertura menor que el endotelio

fenestrado (Bobadilla, 2005).

En promedio la filtracion glomerular (FG) en adultos es de 125 ml/min en hombres y 105
ml/min en mujeres, el volumen que pasa por los rifiones es de 150 L a 180 L por dia. Méas
del 99% de liquido retorna al plasma por reabsorcidn en los tubulos por lo que, solo 1 a 2

litros al dia son excretados en la orina (Bobadilla, 2005; Thews & Mutschler, 1983).

Membrana de Filtracién Glomerular
Pedicelos

Células
endoteliales de
los capilares
glomerulares

Membrana Basal
Podocito \

Fig 2. Membrana de filtracién glomerular y sus estructuras.

Tomado de KidneyPathology.com



TUBULOS

La mayor parte de los nutrientes (glucosa, acetato, vitaminas etc.) se filtran por el
glomérulo y la mayoria son reabsorbidos en estructuras llamadas fubulos estos varian en
sus funciones dependiendo de la parte del segmento de un mismo. Son estructuras que
estan constituidos por una capa sencilla de células epiteliales que descansan sobre una
membrana basal tubular.

El epitelio tubular de la nefrona estd constituido por el tibulo préxima, que se divide en
contorneado y recto, el asa de Henle con los segmentos del asa delgada descendente y
ascendente y la rama gruesa, el tibulo distal y por ultimo el tibulo colector a continuacion

se describen:

El Tubulo proximal, inicia en la capsula de Bowman, es un aparato endocitico que su
principal funcion es reabsorber moléculas que han pasado por el glomérulo, consiste en un
segmento enrollado (Sly S2) seguido por un segmento recto (S3) que desciende hacia la
médula en una trayectoria perpendicular en relacion con la superficie del rifion. En este
tabulo es donde se tiene mayor actividad metabdlica, las células que se encuentran en Sl
contienen mucho citoplasma, suelen tener un gran nimero de mitocondrias, tiene un borde
en cepillo. El segmento S2 contiene menos células interdigitadas y células en cepillo en
comparacion al S1. Las cé€lulas del segmento S3 contiene células cuboidales. En el proceso
de absorcion estan involucrados receptores para algunas hormonas como la GH, PTH, la
insulina. Se absorbe un 60 y 70% de agua, puede absorberse por proteinas de membrana
llamadas aquaporinas. Otros elementos que se reabsorben son la glucosa, aminoacidos y

algunas sustancias como sodio potasio, fosfatos, calcio y carbonatos que se absorben por
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endocitos. En el segmento S3 se secretan algunos acidos, oxalatos y prostaglandinas, es
por esto que por medio de transportadores se puede eliminar fiarmacos y algunos
metabolitos del higado (Borrero, Montero, Vélez, Rojas, & Restrepo, 2003; Guyton & Hall,

2006).

La Rama del asa de Henle es un tubo con forma de horquilla y tiene diferentes formas
como cortas o largas dependiendo de la parte de la nefrona (corticales o yuxtamedulares),
contiene células aplanadas con un nucleo pequefio, los bordes no estan ciliados. La rama
delgada descendente al estar en la médula renal es mas hipertonica por lo que estad
encargada de absorber un 10% del agua filtrada ya que las células epiteliales se han
observado que tienen aquaporinas que ayudan a absorberla. La rama delgada ascendente
deja de ser permeable al agua y absorbe cloruro de sodio en forma pasiva. En la parte
ascendente gruesa se sigue absorbiendo sodio pero de una forma mas activa por medio de
un transportador (NaKCC) que transporta un ion de Na" y dos de CI por uno de K" pero al
estar en menor cantidad el K™ es recirculado para el transporte del sodio. También en este
segmento se secreta una porcion de urea igual a la absorbida en el tibulo proximal (Borrero

et al., 2003; Eaton C & Pooler P, 2006).

El Tubulo distal, también forma parte de la rama ascendente gruesa del asa de Henle
denominado tubulo recto distal que asciende a través de la médula y entra en la corteza en
el rayo medular para alcanzar la vecindad de su corptsculo renal de origen. Después sigue
la parte denominada tubulo contorneado distal.

Se encuentra localizado en el laberinto cortical, tiene mas o menos un tercio de la longitud

del tibulo proximal, en este tibulo se vuelve a absorber otro 5% por el proceso de osmosis.

8



Se siguen absorbiendo Na', y secretando K", pero por otra bomba diferente a la NKCC, se
realiza por un transportador sodio cloro. También se excretan algunos iones H', NH,

bicarbonatos (Borrero et al., 2003; R, 2003) .

Los Tubulos colectores y conductos colectores estan compuestos por epitelio simple, con
células cilindricas y se pueden distinguir con facilidad por los limites celulares en el
microscopio. Tienen células llamadas “principales” con cantidad abundante de canales
acuosos regulados por la hormona antidiurética (HAD), tiene una gran importancia para
absorber el agua ya que cuando hay poca HAD la orina se encuentra muy diluida ya que
regula aquaporinas de este sitio. El transporte de Na" y C1 en los tiibulos colectores puede
ser activo y pasivo dependiendo de la concentracion de estos. También el tubulo colector

es el encargado de recolectar toda la orina de nefronas adyacentes (Ross & Pawlina, 2007).

La corteza y la médula renal tienen propiedades estructurales y funcionales muy distintas.
Cuando se observa mas de cerca en un microscopio se encuentra: 1) que la corteza tiene un
aspecto muy granuloso, no perceptible en la médula y 2) que cada piramide medular puede
dividirse en una zona externa (adyacente a la corteza) y una zona interna, que incluye la
papila. Todas estas distinciones reflejan la distribucion de los diversos tubulos y vasos

sanguineos.



FISIOLOGIA RENAL

1)

2)

3)

4)

La funcién principal del rifion es la formacion de la orina, estd se crea a partir de
distintos procesos, entre los méas importantes son: la degradacion de proteinas que
da como resultado la formacion de urea siendo uno de los componentes mas
abundantes en la orina (20g por litro). La creacion de creatinina que es un derivado
de la creatina que es un nutriente necesario para los musculos, los valores van de
2000 mg/dia pero se debe tener en cuenta el sexo, edad y la masa muscular del
individuo.

Y agua que recibe un 95% algunas sales minerales y 4cido trico.

Existen otras sustancias que deben ser eliminadas del organismo que provienen de
forma externa, estas moléculas son las hormonas y farmacos que la gran mayoria
son degradados por el higado pero el rifion los degrada por procesos normales que

realiza como la filtracion glomerular, reabsorcion y secrecion tubular.

Una de las funciones importantes es el intercambio de liquidos, este proceso toma
en cuenta la ingesta de liquidos y la excrecion. El rifién debe de igualar el equilibrio
que va a depender del liquido que se incorpore con el que es secretado, (Guyton &

Hall, 2006)

Los rifiones son 6rganos importantes en la regulacion de la presion arterial a traveés
de regular el volumen sanguineo por la pérdida o ganancia de agua diaria asi como,

por la ingesta de sodio. También el rifion puede generar sustancias vasoactivas para
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5)

regular la actividad en el musculo liso en los vasos periféricos (Eaton C & Pooler P,

2006; Layton, 2013; Suttorp et al., 2013).

El rifién es el encargado de la produccion de eritropoyetina, una glicoproteina 30
kDa, se sintetiza principalmente en el riidbn y es liberada por las células
peritubulares en el intersticio renal cortical. Cuando hay reduccion de la presion en
el tejido renal, o bien un menor aporte de O, la eritropoyetina es producida mas
rapido para compensar la ganancia de falta de O, (Ates, Yalcin, Yilmaz, Koken, &

Tokyol, 2005; Kowalska-Kanka, Maciejewski, & Niemiec, 2013).

Para que el rifion pueda realizar todas sus funciones es necesario que realicen ciertos

procesos basicos:

1)

2)

3)

El primer paso para la formacion de orina es el proceso de filtracion es el
movimiento de la sangre que es llevada por la arteria aferente y pasa por la penacho
glomerular que se encuentra en la capsula de Bowman (Bobadilla, 2005; Gal,
Lopez, Martin, & Prieto, 2007). Aqui en el glomérulo se filtra la sangre por la
membrana de filtracion, para formar un filtrado libre de proteinas que pasa al
espacio de la capsula de Bowman y drena dentro del tabulo proximal.

La mayor parte de lo filtrado es reabsorbido cuando se encuentra en los tubulos de
la nefrona, este liquido retorna por capilares peritubulares y es regresado a la
circulacion de la sangre. En el dia se filtran 180 L de sangre y solo el 1% conforma
la orina (Gal et al., 2007; Ulate, 2007).

En los tabulos también se da un proceso denominado secrecion este también se
realiza en los tubulos, pero a diferencia de la filtracion es un proceso mas selectivo

ya que utiliza proteinas de membrana para transportar sustancias de desecho. Uno

11



de estos productos son los iones K y H', estos procesos son importantes para
mantener la homeostasis (Gal et al., 2007).

4) Por ultimo el proceso de excrecion que es la eliminacion de la orina que se ha
producido a través de los procesos anteriores llegando al tibulo colector y recorrera
su camino pasando del caliz a la pelvis renal, una vez aqui pasa directo a los
uréteres que llevara el liquido a la vejiga donde serd excretado por un proceso
llamado miccién que es el vaciado de la orina acumulada, es un acto de reflejo que
se desencadena por nervios que se encuentran en esta area (Eaton C & Pooler P,

2006; Thews & Mutschler, 1983; Ulate, 2007).

PRINCIPALES ENFERMEDADES RENALES

Las enfermedades del rifidn se encuentran entre las causas de muerte e incapacidad mas
importantes de muchos paises desarrollados y no desarrollados, como consecuencia cada
vez es mayor la necesidad de recurrir a tratamientos como didlisis, hemodialisis o trasplante

de rifion para que el paciente pueda seguir con una vida sana (Claure-Del Granado, 2008).

El rifén se encuentra involucrado en muchos procesos patologicos y son estos distintos
mecanismos los que se ven involucrados en la disfuncionalidad del rifion. Algunos de estos

procesos se encuentran en los:

Mecanismos inmunes que pueden afectar la porcion glomerular y tubular,. Especificamente,
en el glomérulo, es posible la acumulacion en la membrana de filtracion de antigenos no
renales, esto atrae a los anticuerpos provocando una glomerulonefritis que se caracteriza

por que el glomérulo ya no puede filtrar bien. También se puede padecer una pequefia

12



lesion donde acuden a la reparacion células especializadas (neutrdfilos, monocitos y
macrofagos) los cuales con sus mecanismos pueden liberar sustancias dafiinas como H,O; o
hacer una reaccion alérgica por antigenos provocando reacciones inflamatorias que dafan

al rinén (William N. Kelle, 1992).

Los mecanismos inmunes también estan implicados en los tubulos, se ha visto que en
algunas enfermedades se encuentran inmunoglobulinas que llegan hasta este punto por
presentarse glomerulonefritis sugiriendo que es un proceso que se puede hacer crénico

(Greenberg, Cheung, Falk, Coffmann, & Jennette, 1994).

Se puede sufrir disfuncidn renal también por toxinas, estas suelen ser farmacos que llegan a
dafiar al rifion por que se encuentran diluidos en el agua y al filtrarse empieza a dafiar las
estructuras, especialmente los tibulos ya que se empiezan a concentrar toxinas en estos
segmentos, o también suelen ser farmacos que dafian especificamente células que se
encuentran en el rifidon (células endoteliales). Los farmacos nefrotoxicos pueden provocar
necrosis que depende de la cantidad y el tiempo de administracion. Entre estos farmacos se
encuentran aminoglucosidos, anfotericina B, los inmunosupresores tacrolimus y

ciclosporina, asi como, el cisplatino (Calderon-ospina et al., 2011).

Las enfermedades graves del rifion pueden agruparse en dos categorias principales: 1) la
lesion renal aguda, en la que ocurre una disminucion rapida de la funcion renal, pero que
pueden terminar por recuperar la funcion normal. En algunos estudios se ha visto que en
periodos cortos de isquemia (10 min) el rifidn puede recuperar su funcidn total, sin embargo
a largo plazo los pacientes que han sufrido de este episodio son propensos a desarrollar 2)

la enfermedad renal cromica, en la que existe una pérdida progresiva del nimero de
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nefronas irreversible donde el rifion ya no puede realizar sus funciones de filtrado y se
tienen que realizar didlisis que sirven para extraer metabolitos dafiinos para el organismo, y
en la mayoria de los casos a largo plazo se necesita un trasplante de 6rgano para poder que

el paciente pueda seguir viviendo (Guyton & Hall, 2006; Li, Burdmann, & Mehta, 2013).

Existen otras lesiones en el rifion que son heredadas, las mas conocida es la enfermedad del
rifidn poliquistico (PKD) (figura 3) que es una enfermedad gentetica progresiva existen dos
tipos: policistina 1 y 2 y que se asocian a la aparicién de quistes en el rifidn, higado y

pancreas a diferentes edades (Maggard, Makary, Monteiro, & James, 2013).

Fig 3. Rifion poliquistico.

Tomado de www.nlm.nih.gov

Existen otras formas que afectan indirectamente al riién como, las infecciones en la vejiga.
También puede haber lesion uretral que la frecuencia de accidentes se recorre hasta los
calices renales, en éstas lesiones si no se tratan con precaucion se puede empezar a necrosar

y se puede expandir sobre todo el rindén (Preston, 2000).
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Existen otras dificultades como pueden ser las infecciones estas se deben principalmente a
infeccion de la vejiga o del uréter que se trasladan a la pelvis renal y contamina todo el

rinon. Estas infecciones pueden deberse a bacterias y virus (William N. Kelle, 1992).
FISIOPATOLOGIA DE LA LESION RENAL AGUDA

La lesion renal aguda (LRA) es un sindrome que se desarrolla por la caida abrupta del flujo
sanguineo renal (FSR), lo que ocasiona una reduccion de la funcion del rifidon. Esta
disminucion suele estar acompafiada de una reduccién en la tasa de filtracion glomerular
(TFG) y la excrecion urinaria. Si en este proceso el FSR disminuye un 20% las células
renales entran en hipoxia, ya que no hay un suministro adecuado de oxigeno. Dependiendo
del grado del dafo se pueden dafar algunos vasos capilares, el endotelio y el epitelio

tubular proximal (Layton, 2013).

Una de las estructuras que mas sufre dafo es el epitelio tubular proximal, especificamente
el segmento S3. Esto es debido a que las células del epitelio tubular son altamente
metabolicas y susceptibles a cambios ligeros en las concentraciones de oxigeno y ATP,
reduciendo principalmente la absorcion de los nutrientes como la glucosa, aminoacidos y
agua. Ademas, la hipoxia resultante por la caida del flujo sanguineo renal modifica la
entrada de Ca’, lo que genera un incremento de la concentracion intracelular de este ion,
provocando que las células sufran de varias alteraciones en el citoesqueleto, la glucélisis, la
cadena respiratoria y la degradacion de fosfolipidos (Edelstein, 2000)A nivel estructural se
observa la pérdida del borde en cepillo del epitelio tubular proximal, lo que dificulta una
buena absorcion de glucosa, aminoacidos y algunos iones.

En estudios in vivo se ha observado que durante la isquemia, la bomba sodio-potasio
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ATPasa disminuye su actividad ya que pierde su localizacién de la membrana basolateral y
es translocada al citoplasma generando pérdida de la polaridad celular (Schrier, Wang,
Poole, & Mitra, 2004). El incremento de Ca®" puede activar algunas proteasas dependientes
de calcio como la calpaina que realiza la proteolisis de las proteinas del citoesqueleto como
los son: la espectrina ankyrina y la actina, esto puede desencadenar la muerte celular y con
ello generacion de restos celulares o desprendimientos que obstruiran la luz tubular
(Edelstein, 2000; Schrier et al., 2004; Sharfuddin & Molitoris, 2011). Dependiendo de la
intensidad del dafio renal se produce muerte celular ya sea apoptosis o necrosis. La
apoptosis puede deberse a la pérdida de procesos celulares como el mantenimiento del
citoesqueleto, la disminucion en la sintesis ATP y la modificacion de ADN. Se ha
propuesto que la ruta central de esta muerte en la LRA se debe principalmente al aumento
de Ca®" que favorece la pérdida de la actividad enzimatica e interrumpe el transporte de
electrones en la mitocondria perdiendo su capacidad homeostatica, esto induce la formacion
de un poro en la membrana externa de las mitocondrias que permite la liberacion de
numerosas proteinas principalmente el citocromo c. Esto activa complejos proteicos como
las caspasas, proteasas, nucleasas y lipasas que son esenciales para este proceso. Esta
muerte se caracteriza por la fragmentacion del ADN generando cuerpos apoptodticos que

son fagocitados evitando la inflamacion (Lemasters et al., 1998).

La necrosis tiene como caracteristicas principal: la reducciéon de tamafio del nucleo,
llamada picnosis, seguida de cariorrexis que es el proceso donde se fragmenta el nucleo.
Este tipo de muerte se activa cuando la células estdn méas de 20 min en un periodo de
hipoxia o cuando se les suministra una alta dosis de un nefrotoxico, lo que induce la

expresion de proteinas como: endonucleasas, proteasas y caspasas que evitan que el
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contenido citoplasmaticos se escape al exterior y activa la inflamacion. (Ueda & Shah,

2000).

Por otro lado se ha observado que el endotelio vascular sufre modificaciones y disfunciones
en periodos de dano renal. Esto se desencadena al igual que en el epitelio cuando hay una
disminucion del FSR y en presencia de hipoxia provocando vasoconstriccion, producida
principalmente por el incremento de Ca”" intracelular (Basile, 2007; Molitoris & Sutton,

2004).

Este efecto vasoconstrictor es acompaniado de una alteracion en la permeabilidad en las
células endoteliales debido al desarreglo del citoesqueleto en los filamentos de actina,
microtubulos y filamentos intermedios, lo que disminuye el transporte paracelular y
transcelular desencadenando la acumulacion de globulos rojos y produciendo que cierta
parte de los leucocitos transmigren hacia el epitelio dafiado. Se ha observado que las células
endoteliales pueden sobre expresar moléculas de adhesion celular (MAC) lo que provoca
una atraccion de leucocitos en el momento de la reperfusion, que es el proceso donde se
restablece nuevamente el FSR a la normalidad (Molitoris & Sutton, 2004; Sharfuddin &

Molitoris, 2011).

Estos cambios en el epitelio y en el endotelio liberan proteinas pro-inflamatorias como
TNF- a, IL-1, IL-6, OL-8, IL-12, IFN-y. Estas citocinas junto a las MAC y selectinas
atraen a las células blancas como los neutrofilos y macrofagos, células T y células B en la
reperfusion. Estos producirdn una respuesta inflamatoria, donde se observan procesos de
fagocitosis donde se degradaran productos de restos celulares de los que se hablé en

necrosis y apoptosis (Akcay, Nguyen, & Edelstein, 2009).
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El oxido nitrico (NO) es un gas que se ocupa en diversos procesos bioldgicos, es un
modulador del tono vascular, un potente neurotransmisor en la sinapsis central y periférica,
regula la presion arterial y media mecanismos inmunologicos. Se ha observado que este gas
en bajas concentraciones produce estas funciones, sin embargo cuando es producido en

altas concentraciones puede ser citotoxico para las células (Nathan & Xie, 1994).

El NO es sintetizado por la sintasa de 6xido nitrico (NOS) de las cuales hay 3 isoformas: la
neuronal, inducible y endotelial (nNOS, iNOS, eNOS). Se ha observado que la iNOS es
producida principalmente en macréfagos que producen NO e interviene en la muerte de
organismos patogenos. Sin embargo la acumulacion de macrofagos cuando hay dafio en el
rifdn induce sobreproduccion de NO, que en el proceso de reperfusion reacciona con el
oxigeno y pueden producir especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS) y radicales
libres que son altamente reactivas y pueden producir dafios en el ADN, oxidacion de acidos
grasos poliinsaturados y de algunos aminoacidos (Bredt & Snyder, 1990; Nathan & Xie,

1994)

Se ha comprobado en experimentos in vivo e in vitro que las células del rindn pueden
regenerarse llegando a recuperar el epitelio y el endotelio que se perdié durante la LRA. En
distintos estudios se ha observado que las células que sobreviven pueden proliferar, o
también que células troncales derivadas de la médula d6sea llegan al rifion a realizar
diferenciacion celular y a restaurar el tejido dafiado y restaurando la funcionalidad de la
nefrona y con ella la funcionalidad del rifién. Esto se debe principalmente a la activacion de
genes para proteinas especializadas, las MAC aparte de atraer a leucocitos sirven para

atraer cé€lulas a regenerar el tejido dafiado (Bonventre, 2003).
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CLASIFICACION DE LA LESION RENAL

En la actualidad al menos 2 millones de personas al afio mueren en el mundo a causa de
lesion renal aguda (LRA). Ademas, se conoce que los pacientes que presentaron esta

enfermedad y sobrevivieron estan en riesgo de desarrollar enfermedad renal cronica (ERC).

Por lo que la LRA es considerada como un problema de salud publica (Coca, Yusuf,

Shlipak, Garg, & Parikh, 2009).

Se ha observado que del 3.2 al 9.6% de los pacientes ingresados en un hospital
desarrollaran LRA con una mortalidad tan alta como el 20%, mientras que, la incidencia
aumenta a un 50% en las unidades de terapia intensiva. Ademas, se ha observado que el 5
al 6% de los pacientes que desarrollaron LRA necesitard una terapia de remplazo renal

(Lewington, Cerda, & Mehta, 2013; Li et al., 2013).

Como se menciond anteriormente la LRA se puede desarrollar por distintos factores, siendo
uno de los principales, la disminucion de flujo sanguineo al rifion principalmente por
isquemia, sepsis o el uso de agentes nefrotdxicos. Se ha observado que en paises en vias de
desarrollo también se produce la LRA por deshidratacion, diarrea, infecciones como

malaria o dengue y a veces por mordeduras de animales venenosos (Li et al., 2013).

En el 2004, el grupo ADQI (Acute Dialysis Quality Initiative) propuso una clasificacion
denominada RIFLE por sus siglas en Ingles (Risk Injury Failure Loss End-stage renal
disease) con el fin de unificar criterios para el diagnostico, clasificacion y prevencion de la

LRA (Bellomo, Ronco, Kellum, Mehta, & Palevsky, 2004)
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En el 2007, el AKIN (por sus siglas en inglés Acute Kidney Injury Network) propuso una
nueva clasificacion de la LRA tomando como base a la clasificacion de RIFLE, estos
autores realizaron modificaciones en su nomenclatura proponiendo 3 estadios denominados
(I, IL, III), que a diferencia de la de RIFLE propone una mayor sensibilidad al momento de

realizar el diagnostico.

Las dos clasificaciones se basan en los cambios de creatinina sérica y del volumen urinario
con respecto a los valores basales de cada individuo. En la clasificacion de RIFLE se
considera el primer estadio o la letra “R” cuando hay un incremento en la creatinina sérica
basal de un 50% a valores aproximados de 1.5 a 2.0 mg/dL acompafiado por una
disminucion <0.5ml/kg/h en el volumen de orina durante las primeras 6 horas de medicion

o un descenso del 25%.en la tasa de filtrado glomerular (TFG).

En el estadio “I” en la clasificacion de RIFLE tienen como criterio el incremento en la
creatinina sérica en comparacion a la basal de 2.0-3.0 mg/dL, o bien <0.5 mL/kg/h en

volumen de orina por 12 horas o descenso de TFG en un 50%.

Por ultimo, en el estadio “F” en la clasificacion de RIFLE la clasificacion cambia cuando se
encuentra en un rango >3.0-5.0 mg/dL con respecto a la creatinina sérica o un volumen
<0.3 mL/kg/h en 12 horas clasificAndose como oliguria y si este sintoma persiste durante 24

horas se denomina anuria o el descenso de la TFG en un 75%.

En la clasificacion de RIFLE se consideran otros 2 estadios “L” y “E” donde se consideran

la disfuncién renal, ya sea por la elevacion de creatinina sérica o la diminucién de volumen
2

urinario presente en estadio “F” pero con respecto a la duracién de la disfuncion, si la

disfunciéon dura semanas corresponde al estadio L y cuando ocurre de 1 a 3 meses
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corresponde al estadio “E. En estos dos estadios se sugiere un remplazo de 6rgano o una

terapia de dialisis (Bellomo et al., 2004, Metha et al., 2010, Claure-Del Granado 2008).

En el caso del estadio I de AKIN, el aumento de la creatina es mas estricto, siendo una
elevacion de 0.3 mg/dl o 150%-200% en la elevacion basal de la creatinina. Y teniendo una
medida menor de 0.5ml/kg/hora en el volumen urinario, haciendo la medicion por 6 horas,

indicando que hubo un episodio de LRA.

En el estadio II de AKIN se toma en cuenta cuando hay un incremento de la creatinina
sérica basal mayor al 200%-300% y teniendo un volumen urinario menor de 0.5 ml/kg/hora

en 12 horas.

Por ultimo, el estadio III en AKIN se toma en cuenta una elevacion de creatinina sérica
mayor que 4.0 mg/dl o una elevacion mayor al 300% de creatinina basal. Y un volumen

urinario menor a 0.3 ml/kg/hora por 12 o 24 horas.

Actualmente, ambas clasificaciones se usan en los hospitales y permiten el diagnostico,

tratamiento y cuidado de los enfermos que presentan esta enfermedad (Mehta et al., 2007).

Cuadro II. Clasificaciones de la RIFLE y de la AETIN para la lesion renal aguda.

RIFLE AKIN Creatinina sérica Volumen urinario
Estadio Estadio
R Riesgo 1 Incremento en la creatinina sérica
1.5 a 2.0 veces del valor basal =< 05 mI./kg porthoax 6
I Lesion 2 Incremento en la creatinina sérica
= 2.0a 3.0 veces del valor bazal <05 mLfkg porhorax 12h
F Falla 3 Incremento en la creatinina sérica
= 3.0 veces del valor basal, o
creatinina sérica > 4 mg/dL con un < 0.3 mL/kg por hora
incremento agndo > 0.5 mgfdl.,oel x24hoamdax12h
inicio de terapia sustitutiva
L Pérdida Falla renal persistente > a 4 semanas
E Insuficiencia renal terminal Falla renal persistente > a 3 meses

Fig 4. Clasificacién de RIFLE y AKIN para detectar la lesién renal aguda.
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PROBLEMA DEL DIAGNOSTICO DE LRA

Se conoce que los métodos de diagnodstico actuales no son 100% confiables debido a varios
factores que se pueden presentar en la practica clinica, uno de ellos es el volumen de orina
pues en algunas ocasiones, cuando el paciente es hospitalizado no se logra obtener la orina
basal esto dificulta conocer si hay cambios en el volumen excretado (Cruz, Ricci, & Ronco,

2009).

Otro factor puede ser la medicion de creatinina sérica, ya que se ha observado que puede
elevarse de forma tardia durante el dafio renal, o simplemente que no haya una elevacion
significativa con respecto al periodo basal. Asi mismo se ha descrito que la creatinina sérica
estd sujeta a diversas variables como el género, la edad y actividad fisica (Barrera-Chimal

& Bobadilla, 2012).

El nitrégeno ureico en la sangre (BUN) al ser un producto del metabolismo no suele ser un
buen marcador en la disfuncionalidad del rifién ya que es muy variable. El individuo puede
estar bajo tratamiento médico y estos farmacos pueden aumentar los niveles de nitrégeno
ureico. O podrian depender del tipo de alimentacion que lleve la persona, ya sea alta o baja
en proteinas, puede llegar a aumentar o disminuir los productos del metabolismo proteico
sin la necesidad de haber una falla renal (Barrera-Chimal & Bobadilla, 2012; Claure-Del

Granado, 2008).

DESARROLLO DE NUEVOS MARCADORES

Lo anterior ha propiciado que los investigadores busquen nuevas estrategias para identificar
o desarrollar marcadores mas precisos, rapidos y sensibles para detectar cuando hay una

lesion en el rifion y asi poder frenar el dafio a tiempo. Estos biomarcadores pueden reportar
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la funcion de la filtracion glomerular, la funcién de los tubulos y el dafio que puedan tener

(Barrera-Chimal et al., 2011).

Existe nuevos marcadores que se han empezado a utilizar en la practica clinica con el fin de
detectar el dafo renal en forma temprana, principalmente en la zona epitelial, algunos de

estos son:

Lipocalina Asociada a Gelatinasa de Neutrofilos

La lipocalina asociada a la gelatinasa de neutréfilos (NGAL) que es una proteina de 25 kDa
y que estd unida covalentemente a la gelatinasa de neutrofilos: Se encuentra en
concentraciones muy bajas en la orina. Una de las funciones claves por la que se tomd en
cuenta como marcador de la LRA es porque esta implicada en procesos de inflamacion, es
sintetizada por granulocitos de la médula 6sea, pero suele ser inducida en células
epiteliales. En experimentos con ratones sometidos a isquemia se observo su presencia en
orina y en tejido renal asi mismo en pacientes con LRA (J. Cowland & Borregard, 1997;

Trof, Di Maggio, Leemreis, & Groeneveld, 2006).

Molécula de Lesion Renal-1

La molécula de dafio renal 1 (Kim-1) es una proteina transmembranal que no se expresa en
el tejido renal en condiciones basales y es sobreexpresada durante episodios de isquemia o
por administracion de farmacos nefrotoxicos, por lo que, es considerada como biomarcador
para detectar de la disfuncion renal y su progresion. La sobrexpresion de esta proteina se
localiza en células de tibulo proximal, especificamente en el segmento S3 donde ocurre la
mayoria de las lesiones renales por isquemia o por administracion de farmacos
nefrotoxicos. Se ha observado que Kim-1 es una proteina altamente conservada desde
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ratones y humanos. Es posible determinarla en orina, suero y en tejido renal por distintos
métodos como son Western blot o ELISA. Kim-1 es detectable tan tempranamente como,
tres horas posteriores al dafio en modelos de dafio renal (Ichimura et al., 2008; Vaidya et

al., 2006).

Proteinas de Choque Térmico

La familia de proteinas de choque térmico (HSP) estdn presentes en todas las células
procariontes y eucariontes, se clasifican por su peso molecular en varias subfamilias su
peso molecular varia desde los 10 hasta los 160 kDa divididas en seis subfamilias
conocidas como: las Hsp de 100-110 KDa, la de 90 KDa, la de 70 KDa, la de 60 KDa, la de
40 KDa, y la subfamilia de Hsp con peso molecular de 18-30kDa (Walter & Buchner,
2002). El nombre de las proteinas se les asigna debido a que en los primeros experimentos
al someter un incremento de temperatura a glandulas salivales de Drosophila donde se
observaba un abultamiento en el ADN que correspondian a los genes que se necesitan para
la sintesis de las HSP. Estudios posteriores han confirmado que no solo se sobreexpresan
durante un estrés térmico, también se sobreexpresan en diferentes tipos de estrés como son:
exposiciones a sustancias toxicas, infecciones virales, activacion de mecanismos de
inflamacion, presencia de neoplasias, radiacion ionizante, tipos de muerte celular ya sea

apoptosis 6 necrosis (Coronato et al., 1999; Ritossa, 1962).

En la actualidad no se conocen todas las funciones de estas proteinas, pero se postula que
forman parte de un sistema que regula la homeostasis celular inducido por estrés ya sea

fisico o quimico
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Hsp72

La estructura molecular de la subfamilia de Hsp70 presenta tres partes: un dominio N-
terminal con 44 Kd ATPasa que al hidrolizar un ATP a ADP cambia la forma
tridimensional de Hsp70, un domino de ligandos peptidicos de 18 Kd que sirve para
interactuar con otras proteinas ya sea dafiadas o que no estén plegadas, y el domino C-
terminal que sirve como tapa para el dominio de sustrato, que al estar desfosforilado el ATP
el dominio C-terminal sufre un cambio conformacional para que permita la unién de otras
proteinas en el dominio de ligando. Se ha visto que los miembros se expresan en su forma
constitutiva e inducible y la gran mayoria de estas proteinas se encuentra intracelularmente

(Fan, Lee, & Cyr, 2003).

Esta subfamilia se ha observado que es la mas conservada evolutivamente ya que existe en
varios organismos ademas de actuar como chaperona, esto quiere decir que participa en
procesos de maduracion de otras proteinas celulares, puede servir de transporte, ayuda a la

eliminacion de proteinas desnaturalizadas.

La principal funcion de Hsp72 es la de ser chaperona molecular, esto quiere decir que la
proteina participa en el plegamiento de las proteinas recién sintetizadas y ayuda a reparar
las proteinas que se hayan danado y pierdan su estructura tridimensional, facilita la
degradacion de aquellas que tienen un dafio irreversible, asi mismo se conoce que regula la
actividad de otras proteinas, mantienen la estructura del citoesqueleto y participa en la

proliferacion celular y en la apoptosis (Csermely & Yahara, 1996).

La transcripcion de la subfamilia de Hsp70 estd regulada por dos factores de transcripcion

HSF1 y HSF2 que se encuentran unidos a Hsp, cuando la célula sufre algun tipo de estrés
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se libera HSF de Hsp y se dirige hacia el nucleo y se une en la region 5° del gen que
contiene el elemento promotor denominado (HSE) dando como resultado el ARNm que
servird para sintetizar mas Hsp para regular el dafio (Carrasco, Safiudo, Martinez, & De

Hoyo, 2010).

Se conoce que durante LRA, hay varios mecanismos citoprotectores que son activados para
compensar el dafio celular resultante; uno de estos mecanismos de compensacion es la
sobre-expresion de proteinas de choque térmico (Hsp) cuya finalidad es restaurar la

homeostasis celular (Beck, Neuhofer, & Miiller, 2000).

Hsp72 como biomarcador de lesion renal aguda.

Previamente en nuestro laboratorio, se demostré que la Hsp72 es un biomarcador sensible
y temprano de lesion renal aguda inducida por isquemia/reperfusion (Barrera-Chimal et al.,
2011). En este estudio se incluyeron ratas sometidas a diferentes periodos de isquemia renal
bilateral (de 10 a 60 min). La isquemia es un modelo de LRA donde se impide el flujo
sanguineo a los rifiones mediante la colocacion de clips no traumaéticos en la arteria renal y
después del tiempo indicado se retiran para permitir la reperfusion. Como se muestra en la
Figura 5 observamos la presencia de Hsp72 en la orina de ratas sometidas a 10 minutos de
isquemia y la concentracion de esta proteina se incrementd de manera proporcional al
periodo de isquemia inducido, siendo detectada la mayor cantidad de Hsp72 en las ratas

sometidas a 60 min de isquemia.
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Fig 5. Niveles Urinarios de Hsp72 de ratas sometidas a diferentes periodos de isquemia.

Con el fin de conocer si Hsp72 es un biomarcador temprano de la lesion renal aguda por
isquemia se evalu6 la presencia de Hsp72 en la orina de los animales sometidos a isquemia
desde 3 h de reperfusion y hasta 120 h después. En la figura 6 se muestra el analisis
Western blot en orina que reveld que la Hsp72 estd practicamente ausente en los animales
controles (sin isquemia), mientras que en los animales sometidos a isquemia, esta proteina
se encontr6 desde las primeras 3 horas, sugiriendo que se trata de un biomarcador temprano

de dafio renal.

0.D. Hsp72

5 3 6 92 12 18 24 48 72 9 120

Periodo de Reperfusion (h)

Fig 6. Deteccién de Hsp 72 en la orina después de inducir isquemia.
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En la figura 7 se evaluaron los niveles de Hsp 72 en pacientes con LRA y se compararon
con voluntarios sanos, donde se puede observar también que los niveles urinarios de Hsp 72

se incrementan en los pacientes que desarrollaron LRA.

Voluntarios Sanos LA

[ |

Fig 7. Hsp 72 en pacientes con LRA contra personas sanas

Por lo tanto, nuestros resultados muestran que Hsp 72 es un biomarcador sensible y

temprano de LRA inducida por un proceso isquémico
CISPLATINO

El cisplatino (cis-diaminadicloro-platino II) en un firmaco antitumoral potente. Se emplea
para el tratamiento de cancer testicular, los tumores de células germinales de ovario,
tumores cerebrales y cuello, cancer cervical avanzado, cancer de vejiga, mesotelioma,
cancer de endometrio, melanoma maligno, cancer de pene, carcinoma adrenocorticol y

carcinoma primario desconocido (Amptoulach & Tsavaris, 2011; Arany & Safirstein, 2003)

Su administracion esta limitada principalmente por sus efectos secundarios, a corto plazo.
Uno de sus principales efectos secundarios es el desarrollo de nefrotoxicidad, seguido de
neurotoxidad, ademas de ocasionar dafio hepatotoxico, ototoxicidad, alopecia, provocar

nauseas y vomitos (Arany & Safirstein, 2003)

Existen farmacos sintetizados como el carboplatino y el oxyplatino que tienen menos

efectos dafiinos y se ocupan contra el cancer y se pueden emplear a dosis mas altas, pero no
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tienen la misma eficacia del cisplatino. Es por eso que el cisplatino es la terapia de eleccion

para los pacientes con cancer (Amptoulach & Tsavaris, 2011).

En el tratamiento de quimioterapia existen diversos métodos donde se combinan diversos
tratamientos un ejemplo de ellos son: doxorrubicina, ifosfamida, dacarbazina,
ciclofosfamida, taxol solo por mencionar algunas. Esta combinacion de compuestos sirve
para lograr mayor eficacia en la erradicacion del cancer y asi causar los menores efectos
secundarios. .Es por esto que la dosis de cisplatino en humanos se encuentra limitada entre
50 y 130 mg/m” administrandose via intravenosa solo o en combinacion con otros firmacos
como mitomicina, vindesina o simplemente con soluciéon salina para disminuir su

nefrotoxicidad (Chen et al., 2013; Leow et al., 2013).
Nefrotoxicidad por cisplatino en la rata

Para inducir nefrotoxicidad por cisplatino en el raton y la rata se administra una dosis de 20
a40 mg/Kgy 1.5 a 7.0 mg/Kg respectivamente, esto se debe a que el metabolismo del raton
es mas acelerado y puede metabolizar el cisplatino més rapido sufriendo menos dafio en
comparacion al metabolismo de la rata. Estas especies son estudiadas, ya que tienen los
mismos efectos secundarios que en los humanos (Lucas et al., 2004; Sinha, Vence, &

Salahudeen, 2013)

La nefrotoxicidad por cisplatino se caracteriza por una reduccion de la tasa de filtracion
glomerular (TFG) y caida del flujo sanguineo renal (FSR), lo que provoca una disminucion
del volumen urinario. A nivel estructural se observa dafio tubular principalmente en los
tubulos proximales, ademds de incrementar la sintesis de especies reactivas de oxigeno

(ROS). Las ROS reaccionan facilmente con diversas moléculas como lipidos, proteinas y el
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ADN provocando citotoxicidad en las células cancerosas, pero también en las células
normales (Dobyan, Levi, Jacobs, Kosek, & Weiner, 1980; Nishikawa, Nagatomi, Chang,

Sato, & Inoue, 2001)

Se ha observado que si se administran dosis repetidas de cisplatino se induce disminucion
mas rapida de TFG. En la orina se puede observar la presencia de glucosa, pequefias
cantidades de proteinas (proteinuria) y es comun ver hipomagnesemia, lo que provoca mas
dafio a las células del epitelio tubular y retarda la recuperacion de la funcion renal (Arany &

Safirstein, 2003; Miller, Tadagavadi, Ramesh, & Reeves, 2010)

Los tabulos proximales y distales son las estructuras que se mds se afectan durante la
administracion de cisplatino, mientras que el glomérulo no parece sufrir dafo. Esto se
puede deber a que el cisplatino entra en las células tubulares por difusion y por
transportadores de cationes organicos (OCT). Existen tres isoformas de OCT pero se ha
visto que las isoformas OCT2 y la OCT3 se encuentran mayormente expresadas en los
segmentos S2 y S3 del tabulo proximal, por lo que inducen que se altere en mayor medida

este segmento de la nefrona.

Al administrar el cisplatino, uno de los cloros de la molécula se une al agua extracelular del
organismo, por lo que facilita al ion platino a unirse a las purinas del ADN de las células.
Esto dafia al ADN y dispara varias vias de reparacion, arresto del ciclo celular y con ello
que se produzca muerte celular. El platino también se puede unir al ADN de la mitocondria
cambiando las vias normales del organelo, principalmente la captacién de Ca’" que

desregula la respiracion y sintesis de ATP, lo que también puede provocar muerte por
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apoptosis o generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Batista P & Da Cunha J,

2012).

Se ha observado que la proteina p53 se sobrexpresa en cultivos celulares, ratones y en
personas después de la administracion de cisplatino. Esto se debe principalmente a que el
cisplatino dana al ADN, puede producir 6xido nitroso y genera que haya un periodo de
hipoxia en las células. El p53 se ha visto que se acumula principalmente en la mitocondria,
PUMA interacciona con BAX que sufre un cambio conformacional haciendo huecos a la
membrana de la mitocondria para liberar citocromo C que activara otras moléculas,
principalmente la caspasa 3 lo que provocara como desenlace una muerte celular (Jiang &

Dong, 2008).
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HIPOTESIS:

Si la proteina de choque térmico de 72 kDa es un biomarcador sensible y temprano de

lesion renal aguda inducida por isquemia, entonces esta proteina serd un buen biomarcador

para detectar eficientemente la nefrotoxicidad inducida por cisplatino en la rata.

OBJETIVOS:

General:

Evaluar si la proteina de choque térmico de 72kda (Hsp 72) es un biomarcador temprano de

la nefrotoxicidad inducida por cisplatino en la rata.

Particulares:

1.

Evaluar el efecto de la administracion de cisplatino sobre la funcioén renal y sus
parametros como presion arterial media, flujo sanguineo, depuracion de cratinina y
creatinina en suero y medir la proteina excretada.

Determinar mediante un analisis histopatologico las zonas de la nefrona (corteza y
médula) afectadas por el uso de cisplatino en cortes histoldgicos de rifion.

Estudiar si la administracién de cisplatino provoca cambios en la expresion de
Hsp72 en la corteza y en la médula renal.

Determinar la concentracion urinaria de Hsp72 en ratas sometidas a tratamiento con
cisplatino.

Comparar el comportamiento de la elevacion de la creatinina en el suero con
respecto al comportamiento en la concentraciéon de Hsp 72 en la orina de los
animales con nefrotoxicidad por cisplatino para ver si hsp 72 es un buen

biomarcador renal.
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MATERIAL Y METODO:

Modelo Bioldgico: Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250 a
300g, sometidas a fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de obscuridad y con una alimentacion
estandar de roedor y acceso libre a agua.

Las ratas al momento de suministrarles el cisplatino fueron colocadas en jaulas metabolicas

donde tenian libre acceso de agua.

Fig 8. Rata en una jaula metabdlica, una vez colocada se retira después de 24 horas.

El estudio se dividio en 3 protocolos diferentes:

Estudios prelimilares, primer protocolo: fue para determinar la dosis de cisplatino que
induce la mayor sobreexpresion de Hsp 72. Para ello, se formaron 4 grupos, constituidos de
2 ratas Wistar macho. Se le suministr6 una dosis unica de cisplatino de 1.75, 3.5, 7.0
mg/ml/i.p. y al ultimo grupo sé le inyectd solo solucion salina 3.5 ml/i.p y se us6 como
grupo control. Se determind la dosis que indujo mayor disfuncion renal, para lo cual se
recolecto la orina a las 24, 48 y 72 h después de cada uno de los tratamientos.

Segundo protocolo: decidimos utilizar las dosis de 3.5 y 7.0 mg/ml y se ampli6 el periodo

de recoleccion desde 8, hasta 120 horas para ver el comportamiento de Hsp 72 en la
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nefrotoxicidad inducida por cisplatino. Se ocuparon 24 ratas para este protocolo, 12 para el
grupo de 3.5y 12 para el grupo de 7.0 mg/ml

Tercer protocolo: se utiliz6 la dosis unica de 7.0 mg/ml, estandarizando el periodo de
recoleccion 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120h. Se midi6 la presion arterial media, el flujo
sanguineo renal, la creatinina sérica y la depuracion de creatinina. Se utilizando 32 ratas, de
las cuales se ocuparon 4 ratas para formar el grupo control, 4 para el grupo de 6 horas etc.
Parametros Fisiologicos: Las ratas fueron anestesiadas con una inyeccion intraperitoneal
de pentobarbital de sodio (30 mg/kg), manteniendo el cuerpo del animal sobre una mesa
térmica manteniendo la temperatura a 37°C. Durante el experimento se registro la tension
arterial media PAM para ello se realiz6 una incision inguinal para disecar la arteria femoral,
posteriormente fue cateterizada con un tubo de polietileno (P50) donde se registré la PAM
mediante un transductor acoplado a un poligrafo de GRASS. Después de 20 min de
registrar la TAM se realizd6 una incision media con la finalidad de registrar el flujo
sanguineo renal (FSR) para ello se diseco la arteria renal y se colocd una sonda de
ultrasonido acoplada a un fluyjometro marca Transonyc. El FSR se monitoreo por 30 min
mas. Los resultados de PAM y FSR son presentados como el promedio de todas las

mediciones.

Parametros bioquimicos:

Creatinina: Se tomaron 80 pl de muestra de sangre para medir creatinina sérica y se
determind la creatinina en la orina en un Synchron CX5 PRO de Beckman Coulter
Incorporation.

El rifén izquierdo se utilizd para los estudios histopatoldgicos y en el riién derecho se

realizd un corte sagital que se dividié macroscopicamente en la corteza y en la médula renal
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y los tejidos se congelaron en nitrogeno liquido y se guardaron a -80°C para las técnicas
moleculares.

Se determino la concentracion de creatinina en suero y en orina con el fin de calcular la
depuracion en creatinina con la formula C= (U x V)/P donde U es la concentracion de
creatinina en orina, V es el volumen de excrecion de orina y P es la concentracion de
creatinina en suero.

Proteinuria: La excrecion urinaria de proteinas se determind por el método colorimétrico
con precipitacion de proteinas con acido tricloroacético TCA, que al ser un acido y las
proteinas al tener una carga negativa se interacciona proteina-acido y se desnaturaliza, el
producto se precipita y este puede cuantificar. Se realiza una curva de calibracion de
albumina donde se mide absorbancia vs concentracion, se toma la muestra en orina y se
mide su absorbancia y se interpola y se halla la concentracion.

Estudios Histopatoldégicos.

Una vez registrada la TAM y FSR el rifion izquierdo se perfundid a través de arteria
femoral con buffer de fosfatos pH 7.4 y posterior fijacion con formalina al 4% para realizar
tincion de PAS (periodic acid-Schiff), este contiene acido peryddico que oxida a los
azucares que contienen los tejidos, creando una ruptura en uniones en el tejido y creando
grupos aldehidos, posteriormente se coloca un reactivo llamado Schiff que reacciona con
los grupos aldehidos dando una coloracion plrpura.

Cuantificacion de dafio tubular

Una vez realizada la tincion se tomaron microfotografias de los portaobjetos con parte del
tejido y la tincion PAS, empleando una camara digital incorporada en un microscopio de

luz Nikon. Donde se ocup6 un objetivo de 40X para tomar 10 campos de la corteza renal de
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cada uno de los animales de estudio. Estos campos tenian que tener la caracteristica de
tener un glomérulo para verificar que era una foto de corteza.

Se cuantifico el area de dafio tubular mediante el software Eclipse NRT. Considerando
como tubulos dafiados aquellos en los que estaba presente la pérdida del borde en cepillo, el
lumen dilatado y el desprendimiento del nicleo la membrana basal.

Técnicas Moleculares:

El rifion derecho fue ligado y separado macroscopicamente en corteza y médula, se
criogenizo -80°C para su procesamiento posterior.

Deteccion de Hsp 72 en Orina y Riidn: Cada corteza renal se homogenizé en buffer de lisis

(50mM HEPES pH 7.4, 250 mM NaCL, 5SmM EDTA, 0.1% NP-40 e inhibidor de proteasas
(ROCHE). Las muestras se colocaron en un gel de electroforesis de poliacrilamida 8.5% y
se transfirid6 en membranas de fluoruro de polivinilo a 9 volts por 1h.

Para la deteccion de Hsp 72 en orina por Western blot la orina se diluy6 en solucion salina
1:10, ocupando 1uL de orina y 9 pL de solucion salina, el gel para el Western blot fue de
poliacrilamida al 8.5% y las proteinas se transfirieron en membranas de fluoruro de
polivinilo 9 volts.

Las membranas fueron bloqueadas en leche a 5% e incubadas con un anticuerpo
monoclonal anti-Hsp 72 mouse (Enzo Life Sciences) con una dilucién 1:5000 en 0.1% con
leche a 4°C toda la noche.

Después de la incubacion se hicieron 3 lavados con TBS tween 1:10 y se volvio a incubar
con el anticuerpo secundario IgG-HRP goat anti-mouse (Santa Cruz Bitechnology) con una
dilucion 1: 5000 a temperatura ambiente durante 90 min.

En el caso de los tejidos, se ocup6 el mismo anticuerpo y el mismo método para detectar

Hsp 72, pero al mismo tiempo la parte inferior de la membrana se incubo con el anticuerpo
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para detectar actina también, con una disolucién 1:5000 incubado a 4% toda la noche con
una concentracion 0.1% con un agente bloqueante leche (BIORAD) Y para evitar errores
por diferencias de carga se utilizo el anticuerpo primario policlonal anti-B-actina (Santa
Cruz Bitechnology), se dejo durante la noche a 4°C. Al dia siguiente las membranas fueron
lavadas 3 veces cada 10 minutos con TBS-T y se incubaron con el anticuerpo secundario
IgG-HRP donkey anti-goat (Santa Cruz Bitechnology) en temperatura ambiente 90 min.
Las membranas con anticuerpos secundarios fueron lavadas 6 veces con PBS Tween.

Las proteinas fueron detectadas con un kit de quimioluminiscencia (MILLIPORE).

A) B)

Fig 9. Técnica de Western Blot que incluye electroforesis en gel de acrilamida (A).

Electrotransferencia de un gel a una membrana de nitrocelulosa (B). Colocacién

de anticuerpo primario a la nitrocelulosa (C).
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Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA): Se utilizé un kit comercial para

kim-1 (CosmoBIO Co CSB-E08808r) y NGAL (Innovative Research IRNGALKT) donde
se siguieron los pasos del kit. El kit contiene una placa de ELISA con un anticuerpo
especifico para Kim-1 y NGAL, se agreg6 la orina a los pocillos de la placa y se puso en
agitacion para la union de la proteina y el anticuerpo. Se realizaron algunos lavados, para
tener mayor especificidad en la muestra y se colocd otro anticuerpo secundario que tiene
una peroxidasa de rdbano (HRP) que junto a un sustrato determin6 un cambio de color que
se mide por espectrofotometria a una longitud de 450 nm. Las concentraciones obtenidas
por kim-1 y NGAL se determinan mediante la comparacion de una curva estandar que trae
el kit.

Analisis Estadistico: Las graficas que se presentan se realizaron con el programa Sigma
Plot 10.0 y se presentan como el promedio de los datos + el error estandar, y sé realizé un
analisis de varianza (ANOVA) con el test de Bonferroni con el programa GraphPad Prism
3.0 que nos permite hacer comparaciones multiples con un grado de significancia de

p<0.05.
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RESULTADOS:

De acuerdo a los resultados obtenidos en el primer protocolo, al analizar las orinas de ratas
con la técnica de Western blot con anticuerpos especificos para la proteina Hsp 72, se
encontr6 que en las orinas de las ratas tratadas con cisplatino aparecia una banda de 72 kDa
correspondiente a Hsp 72. En la figura 10 se muestra la fotografia de la placa radiografica
del andlis por Western blot donde se pueden apreciar que las bandas de mayor excrecion

urinaria de Hsp72 se ven en las ratas que recibieron 3.5 y 7.0 mg/kg de cisplatino.

Cisplatino 1.75 Cisplatino 3.5 Cisplatino 7.0

24 48 72 24 48 72 24 48 72

<— Hsp72

Fig 10. Niveles urinarios de |a proteina de Hsp 72 por Western blot en las dosis de 1.75, 3.5 y 7.0 mg/kg

con periodos de recoleccidon de 24, 48 y 72 h después de la administracion de cisplatino.

De acuerdo a los resultados anteriores, se decidi6 evaluar y ampliar el periodo experimental
de 8, 24, 48, 72, 96, y 120 h para analizar el comportamiento de la excrecion urinaria de
Hsp 72. Y se encontrd que la mayor cantidad de Hsp72 se encontraba en las orinas de las
ratas que fueron administradas con la dosis de 3.5 y 7.0 mg siendo mayor después de 48, 72
y 96 h después de la administracion de cisplatino y observandose una reduccion de Hsp 72

alas 120 h. (ver figura 11)
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Cisplatino 3.5 Cisplatino 7.0

8 24 48 72 9 120 8 24 48 72 96 120

< Hsp 72

<— Hsp 72

Fig 11. Niveles urinarios de la proteina de Hsp 72 por western blot en las dosis de 3.5 y 7.0mg/kg con
periodos de recoleccion de 8, 24, 48, 72, 96, 120 horas después de la administracidn de cisplatino con una

n= 6 ratas

Dentro de los resultados obtenidos en el segundo protocolo (arriba mencionado), al
observar que no existia una diferencia en el comportamiento de Hsp72 entre las dos dosis
utilizadas de cisplatino, se decidio llevar acabo todos los experimentos con la dosis alta y
estudiar su correlacion con el dafio histologico.

Los resultados del tercer protocolo aparecen en la Figura 12, en donde aparecen
determinaciones fisiologicas como la presion arterial media, el flujo sanguineo renal, la
creatinina sérica, la depuracion de creatinina y la proteinuria a las 6, 12, 24, 48, 72, 96 y
120 h después de administrar el cisplatino en la comparacion con el grupo control que solo
se le administrd solucion salina. Se encontrd que, los niveles de presion arterial media

fueron similares en todos los grupos de estudio, es decir la administracion de cisplatino no
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modifico este parametro (figura 12A). Una caracteristica de la nefrotoxicidad producida por
cisplatino es la reduccion del flujo sanguineo renal seguido de una disminucion de filtrado
glomerular que se asocia con necrosis y otros padecimientos que se van agudizando, esto se
observa claramente en la Figura 12B que desde las 24 horas después de la administracion
de cisplatino hay una reduccion progresiva del FSR. Esta reduccion del FSR se asoci6 con
una reduccion de la funcién renal que fue significativa a partir de las 48 h de haber
administrado el cisplatino. De forma tal que observamos una elevacion de la creatinina
sérica (Figura 12C) y una reduccion de la depuracion de creatinina (Figura 12D). En la
figura 12E) aparece la proteinuria, en donde no observamos diferencia en la excrecion

urinaria de proteinas que se encuentra en un rango normal.

A) B)
Presion Arterial Media Flujo Sanguineo Renal
mmHg 10 - mL/min
125 =
100 =
75

50 o

25

C 6 12 24 48 72 96 120 c 6 12 24 48 72 96 120
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Q) D)
Creatinina en Suero Depuracion de Creatinina
*
mL/min
1o - mg/dL . /
: 3.00 -. l
s ] ]
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C 6 12 24 48 72 96 120 C 6 12 24 48 72 96 120
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35 - mg/24
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12 24
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Fig 12. Parametros fisiolégicos para medir la funcién renal A) PAM, B) FSR C) Creat. S., D) Dep. Creat., E)

Proteinuria a las 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas con el grupo control con la administracion de 7.0mg/kg de

cisplatino. *p<0.05 vs. Grupo control.

En cuanto al estudio histopatologico, la microfotografia de la Figura 13A representa una
imagen representativa del grupo control, en donde se pueden percibir con flechas azules un

tubulo normal, en ella las caracteristicas que se pueden observar son la diferencia entre las
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membranas apical y baso lateral, estructuras uniformes y se aprecia que los nucleos se
encuentran dentro de las células del epitelio tubular.

Se puede ver que en las imagenes que representan(13B-13D) 6, 12, 24 horas no hay un
cambio estructural visible distinto con respecto al grupo control y todas estas imagenes son
muy parecidas ya que no hay tanto dafio y se distinguen los distintos tipos de tubulos que se
encuentran en el rifion. Sin embargo en la imagen 13E) a las 24h. El dafio empieza a ser
mas visible ya que la mayoria de tibulos han perdido el borde en cepillo lo que perjudica
en la reabsorcion de agua e iones.

En las iméagenes de la 13E a la 13H se encuentra (flechas rojas) el dano que sufren los
tibulos caracterizado por el desprendimiento de nucleos de las células, el dafo va siendo
mayor y se puede ver una atrofia tubular y cuando existe un dafo irreparable se encuentra
la presencia de necrosis.

Para las 72h en la imagen 13F) después de la administracion de cisplatino, se observo que
algunos nucleos de las células se empiezan a desprender y se pueden observar en la parte
apical del tabulo, lo que dejan de ser funcionales.

En la figura 13G y 13H a las 96 y 120h se observo el mayor dafio histoldgico, al verse
claramente que existe una hipertrofia en la mayoria de los tibulos, las células presentan
necrosis por todos los restos celulares que se encuentran en el lado apical de los tibulos.

De acuerdo a lo reportado en otros trabajos, los principales tibulos afectados por cisplatino
son los tubulos proximales, pero los resultados demuestran también que dependiendo del
tiempo puede afectar otros tibulos. Tomando en cuenta que este es el dafo real que existe
en los rifiones se puede decir, que la proteinuria no sirve como marcador para ayudar a

cuantificar el dafio producido por cisplatino.
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C) Cis 12h D) Cis 24h

FCis72h [ G) Cis 96h H) Cis 120h

% de Tubulos Danados

110
88

66

22

C 6 12 24 48 72 96 120

Fig 13. A-H Microfotografias representativas de cortes histolégicos de rifién del grupo control y de las
ratas tratadas con cisplatino después de 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 h, respectivamente. (I) Cuantificacion del

porcentaje de tubulos dafiados. *p<0.05 vs. Grupo control.
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Encontrando que en la figura 14A) la densitometria es sacada del Western blot 14B) donde
al medir la expresion de Hsp 72 en la orina de las ratas administradas con cisplatino, se
puede ver un pequeio aumento de Hsp a las 6 h y se normaliza a las 12 y 24 h existiendo
un pico de sobreexpresion a las 48 72 y 96 h. A las 120 h en 2 animales disminuye Hsp 72,
y en los otros 2 se mantiene igual que a las 96 h. Esto indica que Hsp 72 detecta el dano
mas rapido que la proteinuria que son métodos convencionales para medir cuando existe

lesion renal.

A) B)
Hsp 72 en Orina C 6 12 24 48 72 96 120
Hsp 72
2000 U.A/mg Creat
1600 7 s
Ul
1200 %
— Hsp 72
800
—-—
400
Hsp 72

1

C 6 12 24 48 72 9 120

Fig. 14. Anlisis de Western blot de Hsp72 en la corteza renal. A) Representacion gréfica de la

densitomeria de las B) placas autoradiograficas. Que se realizd en 4 ratas de cada periodo experimental y se

compararon con 4 ratas control (C )*p<0.05 vs. Grupo control.

También realizamos un Western blot para detectar Hsp 72 en el tejido de la corteza e
identificar como se comportaba la expresion de Hsp72 en el tejido renal frente al dafio por
cisplatino como se muestra en la Figura 15. El andlisis de Western blot y la densitometria

de corteza renal mostré que Hsp72 se expresa en forma normal y que en los animales que
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recibieron cisplatino, la cantidad de Hsp72 tendi6 a aumentar, sin embargo la diferencia no

fue eﬁ}adlstlcamente B)

Hsp 72 en Corteza

C 6 12 24 48 72 96 120
U.A

; B . - Hsp72

2700~
- Actina
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e s e umm awee e wee | Hsp72
1500+ “..—.“ Actina
9200 = SR R Seen SRR GRS SIND SR Hsp 72

- -
3001 e — —— T — — — Actina
- 5 TT - s v~ S Hsp 72
0

T — ——— < ~———

C 6 12 24 48 72 96 120 — Actina

Fig. 15. Andlisis de Western blot de Hsp72 en la corteza renal. A) Representacion gréfica de la
densitometria de las B) placas autoradiograficas. El analisis se llevo acabo al menos en 4 ratas. *p<0.05 vs.

Grupo control.

Despues de observar el comportamiento Hsp 72, decidimos comparar nuestros resultados
con otros dos biomarcadores comerciales Kim-1 y NGAL que se detecatron por medio de
un analisis de ELISA. En la Figura 16 aparecen los resultados de la excrecion urinaria de

Kim-1, en donde se puede apreciar que este biomarcador se elevo hasta las 72 y 96 horas

después de la administracion de cisplatino.
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Molécula de Dano Renal-1
100 - ng/mg Creat

80 - *

40 o

Fig. 16. Excrecion urinaria de Kim-1 por el método de ELISA *p<0.05 vs. Grupo control.
Como se aprecia en la Figura 17, aunque se observo un incremento en la excrecion urinaria
de NGAL a partir de las 48 h de la administracion de cisplatino, solo fue estadisticamente

significativa esta diferencia hasta las 120 horas después de la administracion del farmaco.

Lipocalina Asociada a
Gelatinasa de Neutrofilos
mg/mg Creat

60

30 o

Fig. 17. Excrecién urinaria de NGAL en los diferentes grupos de estudio *p<0.05, vs. Grupo control.
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DISCUSION:

Como muestran los resultados, el cisplatino causa dafio renal importante. El dafio renal se
caracterizo por una reduccion del flujo sanguineo renal, lo que ocasiona un menor aporte de
oxigeno, condicionado a las células a un estado de hipoxia. Este proceso ocasiona que las
células del epitelio tubular sufran un desplazamiento de la bomba Na/K ATPasa de la zona
basolateral a la apical y se altera su funcion y con ello, la re-absorcién de glucosa, sodio,
aminoacidos y agua (Sharfuddin & Molitoris, 2011). Esto se debe principalmente a la
pérdida del borde en cepillo y alteraciones en la actina de los microtubulos del
citoesqueleto. Estas alteraciones en el epitelio tubular se observaron en la histologia de los
animales que recibieron cisplatino después de 48 horas. En este estudio no se realizd
ningin método para identificar el tipo de muerte celular que se encuentra por la
administraciéon de cisplatino en el tejido renal, sin embargo en la histologia podemos
observar que la muerte que mas predomina es la necrosis, ya que, se pueden ver células
atrofiadas y en muchos casos se encuentran los ntcleos al exterior lo que sugiere que todos
los componentes celulares se encuentra dispersos. Sin embargo, algunos estudios han
mostrado que administrar una dosis baja de cisplatino puede ser tolerable por las células
epiteliales y algunas de ellas presentan muerte celular por apoptosis, pero con dosis
mayores las células presentan mayor dafio (Lemasters et al., 1998).

Debido a que el rifion se encuentra en un proceso de daio, no puede realizar su principal
funcion de excretar desechos mediante la orina. Uno de estos desechos es la creatinina, es
por esto, que la creatinina sérica se acumula en la sangre y esto se traduce con una menor
depuracion de la creatinina, efecto que se observd después de 48 horas de administrar el

cisplatino. Sinha et al. (Sinha et al., 2013), después de administrar 5.5 mg/kg de cisplatino
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a ratas observo un descenso significativo de la funcidn renal en el tercer dia. En este
estudio usamos una dosis mayor y la disfuncion renal aparecio a las 48 h.

La proteinuria se present6 antes de la disfuncion renal (12 h), sin embargo, se normaliz6 en
horas posteriores, lo que muestra que este marcador que se toma en cuenta en la clinica no
es un marcador confiable, dado que no refleja lo que esta ocurriendo en el epitelio tubular.
La proteina de 72 kDa, (Hsp 72) tiene la cualidad de expresarse cuando existe un estrés en
las células, este mecanismo se realiza para tratar de contrarrestar el dafio que estd teniendo
las células. En un estudio previo de nuestro laboratorio (Barrera-Chimal) demostramos que
Hsp72 es un marcador sensible y temprano del dafio renal inducido por isquemia
reperfusion renal. Por lo tanto, en este estudio decidimos evaluar si esta proteina podia ser
un biomarcado confiable del dafio renal inducido por cisplatino y compararlo con otros
biomarcadores disponibles comercialmente. Encontramos que la administracion de
cisplatino en cualquiera de las dosis utilizadas indujo la presencia de Hsp72 en la orina de
estos animales desde las 24 h posteriores a la administracion de cisplatino y con un
aumento gradual alcanzando la mayor concentracion a las 72h. Dado que encontramos la
mayor cantidad de Hsp72 con la dosis alta de cisplatino, decidimos utilizar esta dosis en el
resto de los experimentos. Cuando evaluamos el comportamiento de Hsp72 a lo largo del
tiempo con la dosis alta, encontramos que Hsp72 aparece en la orina desde la sexta hora
después de la administracion de cisplatino, pero la mayor presencia se encontrd entre las
48 y 96 h. Estos resultados estuvieron muy de acuerdo con el dafio histologico posterior a la
administracion del cisplatino, que es el gold estandar para evaluar el dafio tubular inducido
por el farmaco. Por lo tanto, nuestros resultados indican que Hsp72 es un biomarcador util
que refleja claramente el dafio que esta ocurriendo posterior a la administracion del

cisplatino, sin ser un método invasivo (Fan et al., 2003).
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En el Western blot de corteza se observo una tendencia a la elevacion de los niveles de
proteina de Hsp 72, sin embargo los resultados no fueron estadisticamente significativos
con respecto al grupo control. Estos resultados nos permiten conocer si el cisplatino esta
induciendo a Hsp72, aunque es muy factible que esto esta ocurriendo debido a que un gran
numero de células del epitelio tubular noi existen debido necrosis y apoptosis y otro gran
numero se han desprendido de la membrana basal tubular y las que se encuentran viables
son en las que se induce Hsp72 y mantienen la produccion de Hsp72 similar al control.

Si se compara los datos de Hsp 72 con los datos clinicos tomados en el estudio se puede
decir que Hsp 72 estratifico el dafio antes que los métodos convencionales como la
proteinuria que el dafo se llega hacer visible hasta las 120 horas.

Como se sabe NGAL y Kim-1 estan asociadas a moléculas de neutrofilos y fagocitos, esto
les confiere la propiedad de detectar dafio cuando existe una anomalia en el rifidon. Estos
marcadores comerciales se llegan a usar en la clinica. En el estudio se puede ver que hay un
aumento en Kim-1 a las 72 horas y en NGAL hasta las 120 horas, estos resultados no
detectaron el dafio real con relacion a la histologia lo que significa que no fueron
marcadores adecuados que reflejen el dano renal por cisplatino (J. B. Cowland &
Borregaard, 1997; Ichimura et al., 2008). Es por esto, que nuestro estudio demuestra que
Hsp 72 es un biomarcador mas temprano para detectar el dafio tubular inducido por el
cisplatino.

Los animales nunca tuvieron recuperacion debido a que fueron sacrificados, pero se cree
que si se hubieran seguido pudieran haber recuperado la funcién renal normal, ya que el

epitelio puede regenerarse.
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CONCLUSION:

La dosis unica de cisplatino produjo nefrotoxicidad que se caracterizd por una reduccion en
la funcién renal y dafio tubular después de 48-h. NGAL, Kim-1 y la proteinuria fueron
menos capaces de reflejar el dafio tubular que ocurre después de la administracion del
cisplatino. La excrecion urinaria de Hsp72 aumentd en forma paralela al dafio tubular,
siendo significativa a partir de las 48-h. En cambio, el aumento de Kim y de NGAL so6lo
fue significativo después de 72 h. Nuestros resultados muestran que Hsp72 fue superior a
NGAL, Kiml y a la proteinuria, como biomarcador para la deteccion del dafio tubular

inducido por cisplatino.
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