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SOBRESATURACION URINARIA DEL OXALATO DE CALCIO MAS ALLA DE LA NEFROLITIASIS
LA RELACION CON EL DANO TUBULOINTERSTICIAL
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Resumen  Numerosos estudios han demostrado que el producto de la actividad i6nica (PAIl) de oxalato de

calcio (OxCa) en la orina, como indicador de sobresaturacion (SS) urinaria, es mayor en pacientes
formadores de célculos que en sujetos normales. Més alla de la relacidn entre SS urinaria del OxCa vy litogénesis,
la exposicién de OxCa al epitelio tubular puede ocasionar lesiones en la célula tubular y en el intersticio renal.
Nuestro objetivo fue evaluar la posible relacion entre SS urinaria de OxCa y el dafio tubulointersticial (T1) en un
modelo animal de hiperoxaluria. Durante cuatro semanas, ratas Sprague-Dawley machos, divididas en dos gru-
pos recibieron: grupo 1 Control [G1], (n= 8) agua, grupo 2 [G2], (n = 8) etilenglicol (ETG) al 1% en el agua de
beber. La SS urinaria de OxCa se valor6 mediante el PAI del OxCa. Las lesiones Tl se analizaron al finalizar el
estudio por microscopia Optica e inmunohistoquimica. El G2 (ETG) present6 valores mayores (p< 0.01) de: a)
oxaluria; b) SS urinaria de OxCa; c) score de cristaluria; d) proteinuria; y menor (p< 0.01) valor de clearance de
creatinina, en relacion al grupo control (G1). El estudio anatomopatolégico mostré en el G2 (ETG) lesiones TI
caracterizadas por mayor (p< 0.01) score de: a) atrofia tubular; b) infiltrado inflamatorio (macré6fagos / monocitos);
c) depositos de cristales; d) fibrosis intersticial; e) a-actina de masculo liso intersticial; f) colageno tipo Ill; g) TGFb,
Tl, en comparaciéon al G1 (control). En las ratas del G2 (ETG), la SS urinaria de OxCa se correlacion6 con la
mayor parte de los parametros de dafio Tl evaluados, especialmente con el score de fibrosis intersticial. El infiltrado
inflamatorio y la SS urinaria de OxCa fueron las variables mas significativas que se relacionaron con fibrosis intersticial.
En sintesis, teniendo en cuenta que los animales hiperoxallricos presentaron mayor SS urinaria de OxCa asociada a
mayor dafio T, los resultados de este estudio sugieren un estrecho vinculo entre la SS urinaria de OxCay el dafio TI.
Estos datos indicarian que el control de la SS urinaria de OxCa en los estados de hiperoxaluria adquiere importancia
mas alla de la nefrolitiasis.
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Abstract Urinary calcium oxalate supersaturation beyond nephrolithiasis. Relationship with

tubulointerstitial damage. A number of studies have demonstrated that the urinary ion activity product
(IAP) of calcium oxalate (CaOx), as an index of urinary CaOx supersaturation (SS), is higher in renal stone form-
ers than in normal subjects. Besides, the relation between CaOx SS and lithogenesis, crystal CaOx exposition
can produce tubular cell as well as renal interstitial lesions. The aim of our study was to evaluate the possible
relationship between CaOx SS and tubulointerstitial (Tl) damage in an animal model of hyperoxaluria. During four
weeks, male Sprague-Dawley rats received: G1 (n=8) control regular water, and G2 (n= 8) 1% ethylene glycol
(ETG) (precursor for oxalates) in drinking water. In order to evaluate urinary CaOx SS, IAP assessed by Tisselius
formula was performed. At the end of the study, renal lesions were evaluated by light microscopy and immunohis-
tochemistry. Animals from G2 (ETG) presented higher (p< 0.01) values of: a) urinary oxalate excretion; b) urinary
CaOx SS; c) crystalluria score; d) proteinuria; and lower (p< 0.01) creatinine clearance, with respect to the control
group (G1). Moreover, pathology studies showed that rats from G2 (ETG), presented significant TI lesions charac-
terized by a higher (p< 0.01) score of: a) tubular atrophy; inflammatory infiltrates (monocyte / macrophage); c)
crystal deposits; d) intersticial fibrosis; e) interstitial a-smooth muscle actin; f) collagen type IlI; g) TI TGFb, com-
pared with G1 (control). Rats from G2 (ETG) presented a high correlation between urinary CaOx SS and most of
the Tl damage parameters evaluated, in especial with interstitial fibrosis. Both, inflammatory infiltrates and urinary
CaOx SS were the most significant variables related to interstitial fibrosis. Finally, since hyperoxaluric animals
showed higher urinary CaOx SS associated with higher renal TI damage, the results from this study suggest the
presence of a tight link between urinary CaOx SS and renal Tl damage. Considering these findings we think that
urinary CaOx SS control rises in importance beyond nephrolithiasis.
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Sprague Dawley rats

Recibido: 20-VI11-2002 Aceptado: 8-XI-2002

*Miembro de la Carrera del Investigador del CONICET (Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas)

Direccion postal: Dr. Jorge E. Toblli, Laboratorio de Medicina Experimental, Hospital Aleman, Av. Pueyrredon 1640, 1118 Buenos Aires, Argentina.
Fax: (54-11) 4805-6087 e-mail: jtoblli@hospitalaleman.com



98

La baja solubilidad del oxalato de calcio (OxCa) se
modifica escasamente en el rango fisiologico del pH
urinario. A raiz de esta limitada solubilidad no es sor-
prendente que la orina humana esté frecuentemente
sobresaturada con respecto al OxCa, lo cual favorece
la nucleacion y el crecimiento de este cristal'. Si bien
las primeras etapas en la formacion de los célculos re-
nales son aun desconocidas, la endocitosis del cristal y
las subsecuentes respuestas celulares pueden ser pa-
sos patogénicos importantes en la nefrolitiasis?. Tanto
la adhesion a las células como su internalizacion son
eventos dependientes de la concentracién del cristal y
del tiempo de exposiciéon®. El "pool" metabdlico de
oxalato proviene de la absorcién intestinal y de la pro-
duccién endoégena; esta Ultima proporciona el 60-85%
del oxalato excretado diariamente en la orina. Los dos
substratos principales son el acido ascoérbico y el
glioxalato. Una vez que el oxalato es absorbido del lu-
men intestinal o producido metabdlicamente, es excre-
tado sin cambios en la orina. El oxalato circulante se
filtra libremente por los glomérulos y posteriormente
experimenta una secrecion tubular neta a nivel del tbulo
proximal. Diversos estudios han demostrado que los
pacientes formadores de calculos y sujetos normales
pueden ser diferenciados en términos de sobresatu-
racion (SS) urinaria respecto al OxCa*®. Asi, el produc-
to de la actividad i6nica de OxCa es mayor en forma-
dores de calculos que en sujetos normales. Mas alla de
la conocida relacién entre SS urinaria del OxCa y
litogénesis, por otra parte, la exposicion de OxCa al
epitelio tubular puede desarrollar lesiones tubu-
lointersticiales tanto en corto como en largo plazo, como
ha sido oportunamente demostrado en ratas hipero-
xallricas™®. Teniendo en cuenta este Ultimo concepto
el objetivo de nuestro estudio fue evaluar la posible re-
lacion entre SS urinaria de OxCa y el dafio tubuloin-
tersticial en un modelo experimental de hiperoxaluria.

Materiales y métodos
Disefio del estudio

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos con un peso ini-
cial de 250-280 g, provenientes del bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata
(cepa exocriada cuyos progenitores provienen de Charles
River, USA). Los animales permanecieron en jaulas individua-
les de acero inoxidable (La Técnica-Argentina) en el bioterio
del Laboratorio de Medicina Experimental del Hospital Aleman,
con una temperatura constante de 21 + 2 °C. El ciclo dia/no-
che es de 12 horas (7.00am-7.00pm). Para la recoleccién de
orina de 24 horas se utilizaron jaulas metabdlicas (Nalge Co.,
Rochester, NY). Para la anestesia se empled tiopental sodico
40 mg/Kg intraperitoneal. Las muestras de sangre se tomaron
de la arteria aorta previo al sacrificio del animal. Todos los
animales utilizados fueron sacrificados al finalizar el experimen-
to siguiendo las normas de American Physiological Society.
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Disefio experimental

Luego de un periodo de estabilizacién de 7 dias los animales
fueron separados en dos grupos y durante cuatro semanas
fueron tratados con el siguiente esquema:

Durante cuatro semanas, el grupo 1 Control [G1], (n= 8)
recibi6 alimento estandar (Cooperacion- Argentina) y agua co-
rriente, ambos "ad libitum". En el grupo 2 [G2], (n = 8) se utili-
z6 en el agua de beber un precursor del acido oxalico, el
etilenglicol (ETG) (Mallinckrodt, Germany) a una concentra-
cion del 1% y alimento estandar (Cooperacion- Argentina),
ambos "ad libitum".

Medicion de la presion arterial

La presion arterial sistolica (PAS) fue registrada en el periodo
basal y al finalizar el experimento por el método indirecto deno-
minado “tail cuff plethysmography” con el animal consciente
ubicado en un "restrainer” térmico. El procedimiento consta en
la colocacion de un transductor neumatico de pulso en la super-
ficie de la cola del animal distal a la oclusién del manguito para
detectar el retorno del latido del pulso luego de la deflacién. La
PAS fue asi determinada mediante un Pneumatic Pulse
Transducer, utilizando un programmed electro-sphygmoma-
nometer PE-300 (Narco Bio-Systems, Austin, Texas), y el pulso
registrado en un physiograph MK-11IS (Narco Bio-Systems,
Austin, Texas). Un minimo de tres determinaciones fue tomado
en cada sesion y el promedio de éstas fue informado como PAS.

Procedimientos bioquimicos

Oxalato y citrato se determinaron por método enzimatico
(Sigma Diagnostics, St. Louis, MO). Calcio y magnesio por el
método estandar utilizando absorciéon atdmica. La proteinuria
se determind mediante el método estandar. Alicuotas de ori-
na fueron centrifugadas a 2000 r.p.m. durante cinco minutos
para cuantificar cristaluria. Los cristales de OxCa se identifi-
caron utilizando un microscopio con luz polarizada y contras-
te de fase, cuantificando en 10 campos microscopicos por
muestra, examinados a una magnificacion de 400x. La crista-
luria se evalud segun el siguiente esquema: 0= sin cristales/
campo; 1= < 10 cristales/campo; 2= 10 a 25 cristales/campo,
3= 26 to 50 cristales/campo; y 4= > 50 cristales/campo. Para
la determinacion de creatinina se utilizé el método U-V,
(Randox Laboratories Ldt., Crumlin, N. Ireland), mientras que
el clearance creatinina se calcul6 mediante la formula estandar.

Con la intencion de estimar la SS urinaria respecto al
OxCa se determind el producto de actividad i6nica (PAl) del
OxCa utilizando la férmula de Tisselius®.

3.8 x [calcio urinario °™] x [oxalato urinario]

PAI =
[citrato urinario °°] x [magnesio urinario %4 ] x V 12

Donde V es el volumen urinario de 24hs.

Estudio anatomopatolégico

Microscopia optica

Los rifiones fueron perfundidos por cateterizacion de la aorta
abdominal con solucién fisioloégica hasta que el parénquima
presento aspecto palido. Ambos rifiones fueron extraidos, pe-
sados y medidos. Los rifiones, luego de remover la capsula
renal y grasa perirrenal, fueron seccionados longitudinalmente
y se mantuvieron en una solucién de formol 10% con buffer
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fosfato (pH 7.2). Luego se procesaron en forma convencio-
nal, recibiendo un tratamiento de deshidratacion con alcoho-
les en graduacion creciente y posterior aclaramiento con xilol.
Posteriormente fueron incluidos en parafina para el estudio
de microscopia 6ptica e inmunomarcacion. Se efectuaron sec-
ciones de tres micrones y luego de sucesivos pasos que se
describen més adelante, fueron coloreadas con hematoxilina-
eosina (H&E) y con tricromico Masson (TM).

Inmunohistoquimica

Luego de desparafinar las secciones histolégicas con xilol du-
rante 10 minutos, se hidrataron con lavados en alcohol 100° y
alcohol 96°. Las secciones fueron expuestas a una solucién de
peréxido de hidrégeno al 30% en metanol durante 20 minutos
para bloguear la actividad de la peroxidasa endogena y fueron
lavadas con PBS durante unos minutos. Luego se trataron con
una proteina bloqueante, (Immunotech, Ultratech, France); se
incubaron con el primer anticuerpo especifico. A continuacion
se realizaron lavados con PBS-Tritén y posteriormente se hi-
cieron incubaciones durante 30 minutos con un anticuerpo se-
cundario polyvalent biotinylated antibody, (Immunotech,
Ultratech HRP kit, France). Se realizaron dos lavados de 10
minutos con PBS-Triton; se incubaron durante 30 minutos con
un anticuerpo terciario streptavidin-peroxidase, (Immunotech,
Ultratech HRP kit, France). Se realizaron dos lavados de 10
minutos con PBS. Para revelar se utilizé el cromégeno DAB
(3,3"-diamino-benzidine, Sigma) en PBS y agua oxigenada al
30%, durante 5 minutos. Se lavaron dos veces con agua destila-
da y se colorearon posteriormente con hematoxilina durante 3
minutos. Se lavaron con agua y luego con carbonato de litio
para producir el viraje al color azul. Se deshidrataron utilizan-
do soluciones crecientes de alcohol. Se aclararon con xilol y
se montaron sobre un portaobjetos utilizando un balsamo ad-
herente.

En tejido renal se cuantificé a-actina de musculo liso (a-
SMA) utilizando un anticuerpo monoclonal anti-ratén a- SMA,
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Con la intencién de cuan-
tificar colageno tipo Il (Col IIl), se empled un anticuerpo
monoclonal anti-Col Il (Biogen, San Roman, CA). El trans-
forming growth factor b, (TGF b,) fue evaluado utilizando un
anticuerpo policlonal anti-ratén (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA).

A su vez macr6fagos y monocitos se identificaron median-
te un anticuerpo monoclonal de raton anti-rata ED1 (Serotec,
Ltd, Oxford, UK) en una dilucion 1:300 en PBS (pH 7.2-7.6).

Analisis morfolégico

El andlisis morfologico se realizo sobre diez campos micros-
copicos consecutivos por muestra examinados a una magni-
ficacion de 100x, promediandose los datos. Al realizar este
procedimiento el observador desconocia qué grupo estaba
evaluando. Se analiz6: 1) atrofia tubular; 2) células ED1
(monocitos / macrofagos); 3) depdsitos de cristales de OxCa;
4) fibrosis intersticial; 5) expresion de a-SMA tubulointersticial;
6) expresion de Col lll, y 7) expresion de TGF b, tubuloin-
tersticial. De acuerdo al siguiente esquema se cuantifico la
severidad de las lesiones: 0= ausente; 1= leve (comprome-
tiendo £ 25% de cada campo microscopico); 2= moderada
(> 26% y £ 50%); 3= severa (>51% y £ 75%), y 4= muy
severa (> 76%).

Métodos estadisticos

Los valores se expresaron como media + DS. Todos los cél-
culos del andlisis estadistico fueron procesados con el pro-

grama Instat, versién 3.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, California, USA). El método de Kolmogorov & Smirnov
se emple6 como test para determinar si la distribucion de las
muestras era "gaussiana" en los distintos parametros evalua-
dos. Para aquellas variables con distribucién gaussiana, las
diferencias entre los valores de las medias, del periodo basal
y al finalizar el experimento, fueron evaluadas por la prueba
t de Student para muestras no apareadas. El andlisis esta-
distico de las variables como los datos histoldgicos que pre-
sentan una distribucién no-gaussiana fue realizado utilizan-
do el test no paramétrico de Mann-Whitney.

Los coeficientes de Spearman o de Pearson se utilizaron para
determinar la correlacion lineal entre los diferentes parametros
medidos cuando fue necesario. Se realiz6 analisis de regresion
multiple en el grupo que recibié ETG 1% (G2) entre SS urinaria
de OxCa; score de cristaluria; score de ED1; score de a-SMA,
score de Col lll'y score de TGF b,, utilizando como variable de-
pendiente score de fibrosis intersticial. El valor de p < 0.05 fue
considerado como significativo.

Resultados

En el periodo basal no se encontraron diferencias sig-
nificativas entre los grupos en relacion a peso, PAS, pH
urinario, excrecion urinaria de oxalato, calcio, magnesio,
citrato, proteinas, asi como el PAIl y clearance de
creatinina. A su vez el score de cristaluria fue conside-
rablemente bajo y similar en ambos grupos. El consu-
mo de agua promedio en cada grupo durante las cua-
tro semanas del experimento fue el siguiente: G1 (con-
trol)= 27.4 + 3 ml/dia; G2 (ETG) = 27.6 + 2.8 ml/dia (p
= no significativo).

Al finalizar el estudio, los animales del G2 (ETG) pre-
sentaron una significativa mayor excreciéon de oxalato
urinario (Tabla 1). Por otra parte, no se apreciaron dife-
rencias significativas entre los grupos en relacion al peso
corporal, diuresis, PAS, pH urinario, asi como en la con-
centracién del citrato y magnesio urinario (Tabla 1). Por
su parte, las ratas del G2 (ETG) presentaron una mar-
cada disminucion en la excrecion urinaria de calcio al
compararlas con sus controles (G1), como se puede
observar en la Tabla 1.

Con relacién a la SS urinaria con respecto al OxCa,
el G2 (ETG) present6 un PAI significativamente mayor
al de los animales del G1 (control). Ademas y conse-
cuentemente con este dato, las ratas del G2 (ETG) evi-
denciaron un score de cristaluria también superior al de
las ratas control (G1), como se ilustra en la Tabla 1.
Los animales pertenecientes al G2 (ETG) mostraron
una incremento significativo (p< 0.01) en la excrecién
urinaria de proteinas ademds de valores de clearance
de creatinina menores al compararlos con los del G1
(control), Tabla 1.

El estudio anatomopatolégico mostré que los anima-
les del G2 (ETG) presentaron acumulo de cristales de
OxCa en forma difusa dentro del lumen tubular asi como
también dentro de las células del epitelio tubular y en el
intersticio renal, tanto en médula como en corteza.
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TABLA 1.— Peso, volumen urinario, presion arterial sistélica y parametros bioquimicos al
finalizar el experimento

Media + DS G1 (n=8) Control G2 (n=8)ETG p
Peso (9) 336.7+12.3 3246 +15.3 NS
Volumen urinario (ml/dia) 245+3 221+13 NS
PAS (mmHg) 119.9+1.25 121.9+2.38 NS
pH urinario 6.4 +0.16 6.37 £0.17 NS
Oxalato urinario (ng/g rata/dia) 1.54+0.18 13.24+2.84 <0.01
Calcio urinario (ng/g rata/dia) 2.79 £0.29 1.88 +0.38 <0.01
Magnesio urinario (ng/g rata/dia) 5.86 + 0.68 5.91+0.42 NS
Citrato urinario (mg/g rata/dia) 26.9+3.40 26.2+3.4 NS
Score de Cristaluria 0.12 £ 0.35 2.75+0.70 <0.01
PAI del OxCa 0.15 +0.02 1.09 + 0.33 <0.01
Proteinuria (mg/dia) 1.13 £ 0.47 27.86 = 7.75 <0.01
Clearance de creatinina (ml/min) 1.41 £ 0.04 0.90 + 0.02 <0.01

PAS: Presion arterial sistdlica
PAI= Producto de actividad iénica
OxCa = oxalato de calcio

NS = No significativo

TABLA 2.— Parametros morfoldgicos e inmunohistoquimicos al finalizar el experimento

Media + DS G1 (n=8)Control G2 (n=8)ETG P
Score de atrofia tubular 0.12 £ 0.23 2.12 £ 0.64 <0.01
Score de ED1(monocitos/macréfagos) 0.19 + 0.26 1.75 + 0.70 < 0.01
Score de depositos de cristales 0.12 £ 0.35 1.50 + 0.75 <0.01
Score de fibrosis interstitial 0.19 + 0.25 1.75 + 0.76 < 0.01
Score de a-SMA 0.19 + 0.26 2.60 £ 0.82 <0.01
Score de colageno tipo I 0.19 + 0.26 2.75 £ 0.38 <0.01
Score deTGF bl tubulointerstitial 0.25 + 0.38 2.50 £ 0.46 <0.01

TGF b1= Factor de crecimiento transformante b1
a-SMA = a- actina misculo liso
NS = No significativo

Ademas, este grupo (G2) evidencio infiltrado de cé-
lulas inflamatorias caracterizado por la presencia de
macréfagos y monocitos (células con marcacion po-
sitiva para ED1), ilustrado en la Figura 1, atrofia tubular
y fibrosis intersticial en corteza y médula. Todos es-
tos parametros morfolégicos fueron cuantificados me-
diante sus respectivos scores siendo significativa-
mente mayores (p< 0.01) a los observados en el G1
(control), (Tabla 2). Mediante inmuno-marcacion se
pudo demostrar que los animales del G2 (ETG) pre-
sentaban un incremento significativo (p< 0.01) de a-
SMA a nivel peritubular, junto a una mayor propor-
cion de Col llly TGF b, tanto en el intersticio como en
las células tubulares (figuras 2, 3, 4 y tabla 2), con
respecto al grupo control (G1). Cabe mencionar que
las ratas del G2 (ETG) presentaron una alta correla-

cién lineal positiva entre el SS urinaria respecto al
OxCa y la mayor parte de los para-metros de dafio
tubulointersticial evaluados, destacandose la relacion
entre SS urinaria de OxCa y el score de fibrosis
intersticial (Tabla 3). Por otra parte, el analisis de re-
gresién multiple demostré que el infiltrado inflamato-
rio (ED1) y la SS urinaria respecto al OxCa fueron las
variables mas significativas que se relacionaron con
fibrosis intersticial (Tabla 4).

Discusion
En este estudio se pudo observar que los animales que

recibieron ETG (G2) mostraron una excrecion urinaria
de oxalato, score de cristaluria y PAI con respecto al
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Fig. 1.— Seccion de tejido renal de rata del G2 (ETG), con infiltra-
do inflamatorio intersticial caracterizado por células ED1 posi-
tivas (flechas); ademas se observan cristales en las luces
tubulares (asteriscos) y atrofia del epitelio (anti ED1, 400x).

Fig. 3.— Seccion de tejido renal de rata del G2 (ETG). Se ob-
serva marcacién positiva para a-actina de musculo liso,
peritubular (punta de flechas) en intersticio renal (anti a-
SMA, 400x).

Fig. 2.— Seccién de tejido renal de rata del G2 (ETG). Marca-
cién positiva peritubular para colageno tipo Ill indicado por
las flechas. Se observa cristales en el lumen tubular (aste-
risco) (anti Col Ill, 400x).

OxCa, significativamente mayores a los del grupo con-
trol (G1). Ademas, los primeros presentaron menor
clearance de creatinina 'y mayor proteinuria. Consecuen-
temente, este mismo grupo evidencié un substancial
dafio tubulointersticial expresado por infiltrado inflama-
torio y fibrosis del intersticio renal. El analisis de corre-
lacién demostrd en las ratas hiperoxaluricas (G2) una
relacion lineal altamente significativa entre el estado de
SS urinaria con respecto al OxCa y los diferentes
pardmetros de dafio tubulointersticial.

A partir de diferentes series publicadas ha quedado
demostrado que la mayoria de los calculos de calcio
contienen OxCa, ya sea como sal pura o en combina-
cion con fosfato de calcio. Es un hecho conocido que la
orina esta frecuentemente SS con respecto al OxCa

Fig. 4.— Seccion de tejido renal de rata del G2 (ETG). Marca-
cién positiva para transforming growth factor b1l en células
tubulares e intersticio renal (flechas). Presencia de crista-
les en el lumen tubular (asterisco) (anti TGFb1, 400x).

tanto en pacientes con enfermedad litidsica como en
aquellos sujetos normales, de alli que es comun obser-
var cristales de OxCa en la orina aun sin enfermedad
litiasica.

Los primeros pasos de formacion de célculos rena-
les ocurren dentro del rifidn cuando la orina esta
sobresaturada con OxCa en diferentes sectores del
nefrén. Se ha podido demostrar a nivel experimental
gue existen diferentes niveles de saturacion de las sa-
les de calcio en los tubulos renales*. Cuando se consi-
dera la composicion promedio de la orina a diferentes
niveles del nefron, es evidente que en el tibulo proximal,
como también en las partes proximales y distales del
tabulo distal, las fuerzas de cristalizacién estan a favor
de las fases de fosfato de calcio. Lo mismo es cierto
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TABLA 3.— Relacion entre sobresaturacion urinaria de oxalato de calcio y parametros morfolégicos e
inmunohistoquimicos al finalizar el experimento en G2 (n=8) ETG

Parametros R r2 p 95% IC
SS OxCa vs. Score de Atrofia Tubular 0.3618 0.1309 0.361(NS) -0.46a0.84
SS OxCa vs. Score de ED1 (Monocitos/Macréfagos) 0.8092 0.6548 0.015 0.24 a 0.96
SS OxCa vs. Score de Depositos de cristales 0.8137 0.6620 0.014 0.25a0.96
SS OxCa vs. Score de Fibrosis Intersticial 0.9535 0.9091 <0.001 0.75a0.99
SS OxCa vs. Score de a-SMA 0.8251 0.6808 0.011 0.28 2 0.96
SS OxCa vs.Score de Colageno Tipo lll 0.6999 0.4899 0.053 (NS) -0.01 a 0.094
SS OxCa vs.Score de TGF b1 Tubulointersticial 0.9268 0.8589 < 0.001 0.64a0.98

SS OxCa = Sobresaturacion urinaria con respecto al oxalato de calcio

ETG= Etilenglicol

TGF bl1= Factor de crecimiento transformante b1
a-SMA= a- actina musculo liso

95% IC = Intervalo de confianza

TABLA 4.— Resultados del analisis de regresion multiple al finalizar el experimento en G2 (n=8) ETG

Constante Variable t P
Score de fibrosis intersticial SS OxCa 20.69 0.0307
Score de fibrosis intersticial Score de depoésitos de cristales 1.952 0.3036 (NS)
Score de fibrosis intersticial Score de ED1 (monocitos/macréfagos) 32.02 0.0199
Score de fibrosis intersticial Score de a-SMA 14.115 0.045
Score de fibrosis intersticial Score de colageno tipo Ill 5.257 0.1197 (NS)
Score de fibrosis intersticial Score de TGF b1 tubulointersticial 1.772 0.3271 (NS)

SS OxCa = Sobresaturacion urinaria con respecto al oxalato de calcio

a-SMA= a- actina musculo liso
TGF b1= Factor de crecimiento transformante b1
NS = No significativo

para el asa de Henle, en la cual ha sido registrado que
la sobresaturacion con respecto a las fases de fosfato
de calcio son aun mayores que aquellas observadas en
el tubulo proximal y en las partes proximales y distales
del tabulo distal.

A medida que la orina se vuelve mas concentrada
por el proceso de sustraccién de agua en el conducto
colector, el pH de la orina cae y hay un cambio de la
fuerza de cristalizacion desde las fases de fosfato de
calcio a OxCa. Esto es posible debido a que el fluido en
el segmento fino del asa de Henle puede estar
sobresaturado con carbonato de calcio y fosfato de
calcio bajo ciertas condiciones. La porcidon descenden-
te del asa de Henle crea una condicién Unica, ya que
extrae agua pero no sodio, bicarbonato, calcio o fosfato,
dando una concentracion de calcio en la curva del asa
de Henle de 3 mM, un pH de 7.4 y una concentracion
de fosfato que varia de 0.8 a 48 mM®, dependiendo de
la secrecion de hormona paratiroidea y del fosfato die-
tario. Por otra parte, un mecanismo importante para la

sobresaturacion elevada del cristal de OxCa monohi-
drato en orina es la extraccion de agua en los tabulos
colectores renales que incrementa las concentraciones
de calcio y oxalato. Por lo tanto, las condiciones en el
segmento fino del asa de Henle, pueden crear una fase
de fosfato de calcio sélido, que puede iniciar la nuclea-
cion de sales de oxalato de calcio en los conductos co-
lectores, potenciando asi la nefrolitiasis.

Por otra parte, con respecto ya no al rol estricta-
mente litogénico del OxCa, sino en relacién a la toxici-
dad sobre la célula tubular y compromiso intersticial,
datos experimentales han demostrado que concentra-
ciones altas de oxalato dentro de la célula epitelial
tubular son téxicas generando un incremento en la pro-
duccién de radicales libres y lipoperoxidacion®it,

Ademas, es reconocido que los estados hiperoxa-
Iiricos estan asociados con el depoésito de cristales de
OxCa tanto en la luz tubular como en la célula epitelial
del intersticio renal promoviendo el citado mecanismo
de injuria tisulartze,
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Una alta concentracion de oxalato dentro de la célu-
la tubular estimula la produccién de radicales libres oca-
sionando lesion por varios mecanismos: a) actuando
como precursor en la generacion de metabolitos reac-
tivos, b) alterando la funciéon mitocondrial, ¢) modifican-
do la actividad de varias enzimas citosolicas, y d)
inhibiendo enzimas secuestradoras de radicales libres?’.

Adicionalmente, la hipoxia ocasionada por la injuria
y pérdida de capilares peritubulares debido al dafio
intersticial y por la expansion de matriz extracelular en
el intersticio, puede contribuir a la sobreproduccion de
las especies reactivas del oxigeno (ROS), especialmen-
te una situacion de alta actividad metabdlica como es
la sobrecarga de oxalato a la célula tubular. Ademas,
un origen adicional de las ROS es el infiltrado de
macrofagos y monocitos el cual se encuentra presente
en esta situacion?®.

La inflamacién progresiva del intersticio renal con-
duce generalmente a una disminucion considerable en
la funcion renal. Por otra parte, la presencia de protei-
nuria, hecho no infrecuente en patologia tubuloin-
tersticial, es un reconocido factor que estimula y perpe-
tda la respuesta inflamatoria en el intersticio renal*®?°,
Se debe destacar que en nuestro estudio se pudo apre-
ciar claramente que los animales hiperoxaldricos po-
seian mayor score de fibrosis intersticial, menor clea-
rance de creatinina y una significativa mayor excrecion
de proteinas en orina. Este hecho ha sido observado
no soélo en el experimento actual sino también en otros
modelos de dafio tubulointersticial como el de nefropatia
por &cido Urico®. Los mecanismos involucrados en el
dafio renal progresivo, fundamentalmente la fibrosis, han
sido investigados por varios autores y existen eviden-
cias que indican que la injuria tubulointersticial primaria
0 secundaria se correlaciona mejor que las alteracio-
nes glomerulares con la disminucion de la funcion re-
nal?>?5, Estudios de correlacion estructural y funcional
muestran una estrecha relacion entre la fibrosis inters-
ticial, atrofia tubular y pérdida de capilares peritubulares,
lo cual sugiere una probable vinculacion fisiopatogénica
entre los tres fenémenos y explicaria por qué el grado
de fibrosis es el principal determinante del deterioro de
la funcién renal?.

Diversos estudios basados en la correlacién altamen-
te significativa entre el nimero de macro6fagos inters-
ticiales y el deterioro de la funcién renal, han demostra-
do que estas células desempefian un rol importante
como mediadores y en la regulacién de la respuesta
fibrogénica a la injuria?’?%. En nuestro estudio, los ani-
males hiperoxaludricos (G2) evidenciaron un notorio com-
ponente inflamatorio intersticial caracterizado por
macréfagos y monocitos (células ED1 positivas) que
junto a la SS urinaria respecto al OxCa fueron las varia-
bles mas significativas que se relacionaron con fibrosis
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intersticial. Por otra parte, la liberacion de factores de
crecimiento y citoquinas por células tubulares e inters-
ticiales residentes o infiltrantes, genera sefales que
pueden traducirse en activacion y/o proliferacion de di-
chas células, asi como también en modificaciéon de la
cantidad y composicion de la matriz extracelular. Estos
procesos pueden ser de suma importancia en la ampli-
ficacién, progresion o resolucion del dafio renal?*-%2,

Un evento central en la reparacion de tejido es la
liberacion de citoquinas en respuesta a la lesion. Va-
rias lineas de evidencia apuntan al TGF-b1l como una
citoquina clave que inicia y termina la reparacion del
tejido y cuya produccién sostenida esta implicada en el
desarrollo de la fibrosis tisular®=4. En la reparacion del
tejido normal, la producciéon de TGF-bl y de matriz
extracelular es un proceso a terminar. Por el contrario,
situaciones de injuria tisular sostenida conducen a una
sobrexpresion del TGF-b1. En respuesta a la lesion, el
TGF-b1 esta aumentado y estimula la sintesis de com-
ponentes de la matriz incluyendo colagenos, fibronectina
y proteoglicanos, estimula la sintesis y expresion de
integrinas a nivel de la superficie celular, y aumenta la
sintesis del inhibidor del activador de plaminégeno, dis-
minuyendo la degradacion de la matriz®**’. Por otra
parte, durante la inflamacion croénica en el rifién, los
fibroblastos, que aportan ademas al medio TGF-b1,
constituyen un componente celular de gran importan-
cia. Algunos de ellos sufren un proceso de transdife-
renciacion denominandose miofibroblasto, y adquieren
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de células del
musculo liso, expresando en su citoplasma a-SMA3840,
En el presente experimento, los animales pertenecien-
tes al grupo hiperoxaldrico (G2), mostraron un significa-
tivo incremento en la inmunomarcacion intersticial para
TGF-b1 junto a mayor score de a-SMA intersticial (mar-
cador de miofibroblastos) correlacionandose ademas
ambas variables con la SS urinaria respecto a OxCa en
forma altamente significativa. Este hecho sugiere cier-
ta relacién en el estado de SS urinaria para el OxCa 'y
una respuesta humoral y celular tubulointersticial a la
sobrecarga oxalocalcica.

Finalmente, sobre la base de estos resultados, con-
cluimos que en los animales hiperoxaliricos la SS uri-
naria con respecto al OxCa se asocié con un significa-
tivo dafio tubulointersticial. Considerando que la litiasis
oxalocélcica es la causa mas frecuente de nefrolitiasis,
creemos que este estudio enfatiza la importancia de
controlar esta enfermedad, mas alla de su aspecto es-
trictamente litogénico
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