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OBJETIVOS

Objetivo General

Implementar un modelo experimental de nefrolitiasis en ratas Wistar a través de la

administracion oral de etilenglicol y cloruro de amonio.

Objetivos Especificos

¢ Inducir nefrolitiasis en ratas Wistar mediante la administracion de etilenglicol y

cloruro de amonio via oral.

e Analizar las muestras de orina de los sujetos en estudio a través de un

examen general de orina.

e Evaluar por histologia los céalculos renales.

viii



RESUMEN

La nefrolitiasis, urolitiasis o calculos renales es una enfermedad que ha venido en
aumento en los Ultimos afios, asi que la implementacion de un modelo animal abre
la posibilidad de estudiar este padecimiento mas a fondo para la obtencion de
nuevos y mejores tratamientos contra esta enfermedad. Para la implementacion de
este modelo se utilizaron ratas Wistar de 170 a 210 g de peso, de 7 a 9 semanas de
edad y se les administré etilenglicol al 0.75% y cloruro de amonio al 1% via oral en el
agua que bebieron diariamente, durante un periodo de 3 dias. Posteriormente se
administrd solo etilenglicol por 3 semanas mas. Se tomaron muestras de orina antes
del inicio de la induccién y los dias 4, 7, 14 y 21 una vez iniciada la induccion. Se
monitoriz6 el volumen de agua ingerido diariamente, la cantidad de comida ingerida
y volumen urinario. Se realiz6 la prueba de tira reactiva en orina para tratar de llevar
un seguimiento del proceso de induccion, asi como prueba de sedimento urinario
para el diagndéstico de cristaluria. Finalmente se extrajeron los rifiones (dia 24) y se
fijaron en formol para realizar la prueba histopatologica para el diagnostico y
observacion de los calculos formados. Los resultados demostraron que al cabo del
tercer dia ya es posible observar cristales de oxalato de calcio en la orina, sin
presencia de hematies, ni leucocitos. Mientras que el dia 24, se pudo observar en
los cortes histolégicos renales de todas las ratas inducidas, tdbulos renales
dilatados, fibrosis glomerular en algunos casos y en todos los casos se observaron

depdsitos de calcio o calculos de calcio mediante la tincion de Pizzolato.



INTRODUCCION

La litiasis renal, también denominada urolitiasis o nefrolitiasis es la mayor causa de
morbilidad que envuelve al tracto urinario, y se refiere a la condicion de tener o
formar piedras (célculos) en los rifiones o en las vias urinarias,! también se define

como la formacion de fases sélidas en los pasajes urinarios.?

Aungue los célculos renales son frecuentes en las poblaciones mundiales,
la incidencia varia en funcion del é&rea geografica, distribucién racial, nivel
socioeconémico y habitos alimenticios. Cambios en algunos factores durante las
décadas pasadas han afectado la incidencia, el sitio de formacion y la composicion
del célculo. En la actualidad los calculos de oxalato de calcio son los de mayor
prevalencia,>*® mas aun, puede decirse que los calculos de calcio son los de mayor
incidencia entre la poblacién de los paises desarrollados,® afectando como promedio
a uno de cada ocho personas entre la tercer y sexta década de vida.” En Europa
Occidental se estima una incidencia de 0.5% y una prevalencia del 5-9%.%8 En la
poblacion general se estima que la frecuencia es del 2% al 5%, en Espafia la

incidencia de litiasis alcanza el 4.2% de la poblacién.

En México se han efectuado pocos estudios epidemiolégicos sobre urolitiasis,
pero se ha reportado que éste padecimiento comprende 13% de todas las
hospitalizaciones por enfermedad renal a nivel nacional en el Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS).? Otra encuesta nacional efectuada en éste mismo instituto
reporté una prevalencia de 2.4 casos de urolitiasis/10 000 derechohabientes. En
cuanto a la diferenciacion de los sexos, la incidencia es mayor en hombres en
quienes el riesgo es de 10-20%, en comparacion con las mujeres cuyo riesgo es de
aproximadamente 3-6%.%1° Los calculos renales suelen acontecer entre las edades
de 20-40 afios en varones, mientras que en las mujeres también hay un pico de
incidencia entre los 40 y 60, la litiasis urolégica en mujeres suele localizarse con mas
frecuencia en el rifion mientras que en el varon en el uréter. El riesgo de recidiva en
personas con formacién de célculos renales previos puede llegar a ser tan alta como
un 50%.8 La frecuencia de la litiasis renal, ha dado lugar a un gran costo social por

las complicaciones que puede crear el proceso asi como el costo econémico que
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generan el diagnostico y tratamiento para el sector de salud publico asi como de
manera personal para el paciente que lo padece.

La formacion de los céalculos renales surge del rompimiento de un equilibrio
que es delicado, en el que se debe mantener la solubilidad y evitar la precipitacion
de las sales,!! es decir se forman de la precipitacion (cristalizacion de particulas
disueltas previamente) de determinados compuestos presentes en la orina.? Segun
la mayor parte de los autores, la formacién de los calculos urinarios se basa, en
ciertas anomalias anatémicas y en alteraciones fisicoquimicas®® como deficiencia de
algunas glicoproteinas como la proteina de Tamm-Horsfall (THP),}4151 que puede
actuar aislada o conjuntamente, y finalmente termina con la produccién del nucleo o
matriz que dara inicio a la formacion del calculo renal, después continta la
agregacion de cristales de mayor tamafio alrededor del nicleo o matriz, que, merced
a su tamafio, se fijaria en el trayecto de la via excretora. A partir de alli comenzaria

un progresivo crecimiento hasta alcanzar el tamafio definitivo del célculo.

El mayor factor de riesgo para la formacién de calculos renales es
la deshidratacion, otros factores que se pueden mencionar son la ingesta de agua, la
dieta, obesidad, diabetes, entre otros.!’” También tenemos otros tipos de factores

como son:!

1) Factores fisicoquimicos: la nefrolitiasis inicia con la sobresaturacion de la
orina. La saturacion es el punto en el que los cristales en solucion estan en
equilibrio con la sal de esos cristales en solucién. Un aumento en la excrecién
urinaria de iones en combinacion con un volumen urinario bajo favorece la
formacién y crecimiento de célculos renales. La presencia de inhibidores y

promotores de la cristalizacion juegan un papel preventivo importante.

2) Factores genéticos: entre el 35 y 65% de las personas que forman célculos
renales tienen un familiar con nefrolitiasis, el cual tiene un riesgo de dos a

dieciséis veces mayor que una persona sin historial familiar.



3) Factores metabdlicos: muchos pacientes con calculos de calcio tienen
hipercalciuria, un factor metabdlico crucial en la nefrolitiasis. Dos hormonas
regulan la concentracion de calcio sérico, la proteina de Tamm-Horsfall (THP)
y vitamina D, por lo tanto su alteracion metabdlica influye en la formacion de

los céalculos renales.

4) Factores sobre la dieta:* recientes estudios epidemiolégicos apoyan el papel
benéfico de la cantidad de calcio que se recomienda consumir en la dieta.*®
La evidencia sugiere que la dieta con calcio inhibe la absorcién de oxalato en
el intestino reduciendo su excreciéon en la orina.! Dietas altas en proteinas y
bajas en carbohidratos aumenta la acidez en el rifidn y esto aumenta el riesgo
de formar calculos renales, ya que se rompe el equilibrio de calcio y aumenta

la pérdida de calcio 6seo.

Un modelo es definido como una imitacion, una copia o réplica de algo que ya
existe.? En la actualidad se puede estudiar el proceso de formacién de célculos
renales usando modelos de induccién de nefrolitiasis en ratas, asi como la influencia
que puedan tener algunas sustancias activas sobre los célculos en formacién o ya
formados. Los modelos'® son estudiados porque en ellos se pueden dividir procesos
complejos en segmentos individuales y estudiar estos segmentos por separado o
bien en conjunto. Los modelos buenos no son complicados, permiten examenes
criticos de diferentes hipoétesis y pueden ser usados para dar valor a la terapia

propuesta.

Para realizar la induccion de la nefrolitiasis se puede manipular el pH de la orina,
o la cantidad de substancias que puedan cristalizar, también se puede manipular la
excrecion de proteinas que inhiben la cristalizacion; éstos son los mecanismos mas
utilizados para inducir cristaluria y la formacién de célculos renales.? Los célculos
renales son producidos en las ratas por la induccion de hiperoxaluria cronica o
aguda,?® usando una variedad de agentes litbgenos como son oxalato de sodio,
oxalato de amonio, hidroxi-I-prolina, etilenglicol y acido glicélico.? En los Ultimos afios

también se han utilizado glicolato y glioxilato,?! por mencionar algunos para realizar



la induccién. Estos agentes pueden ser usados en asociacion con vitamina Ds, dieta
deficiente de magnesio y, en ocasiones, con un protocolo de reduccion de pH
administrando cloruro de amonio. Su administracion puede ser via oral, mediante

una sonda gastrica o inyeccion intraperitoneal.

Los modelos animales han jugado un papel muy importante en

investigaciones basicas, clinicas y etiolégicas de la nefrolitiasis.??

Con la implementacion de éste modelo animal de nefrolitiasis se puede
estudiar la patogénesis de dicha enfermedad, de igual forma se puede realizar
investigacion para el disefio de nuevos medicamentos que ayuden a la inhibicion de
la formacion, crecimiento y aglomeracion de los calculos, y el punto mas importante
es gque se pueden realizar estudios sobre la herbolaria regional sonorense en busca
de sustancias activas que ayuden ya sea en la profilaxis o tratamiento de esta
enfermedad. Por lo tanto es muy conveniente tener un estable y simple modelo
animal de nefrolitiasis debido a que Sonora es un estado que cumple con varios de

los principales factores de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad.

Desde el punto de vista cientifico establecer nuevos modelos en rata y raton
sobre nefrolitiasis abriria nuevos campos de investigacion para la comunidad
cientifica local en los mecanismos del desarrollo de esta enfermedad; es decir,
estandarizar nuevos modelos para la investigacion de enfermedades siempre es
importante para el ambiente social, dada sus repercusiones en el desarrollo de
nuevos medicamentos e informacién que ayuden a mejorar la calidad de vida de las

personas que padecen dicha enfermedad.



ANTECEDENTES

Nefrolitiasis

La litiasis renal, también denominada urolitiasis o nefrolitiasis es una afeccion
frecuente que se define como la presencia de célculos, litos o piedras (estructuras
cristalinas con matriz mucoproteica) que se forman en las papilas renales, crecen
por aposicion y pueden quedar fijos en ese lugar, aunque lo habitual es que se
desprendan y migren a través de los pasajes urinarios,?® cuando esto ocurre y su
calibre es menor de 6 mm en uno de sus didmetros, pueden migrar por el uréter y

dar lugar al cdlico renal.

La formacion de calculos renales es un proceso complejo y el resultado de
una cascada de eventos 0 mecanismos tales como la saturacion salina de la orina y
la poca eficacia de los inhibidores de la cristalizacion, también incluyen la formacion
del nucleo del célculo renal (nucleacién), que favorece la aposicion de los cristales
alrededor de éste hasta alcanzar su tamafo definitivo, ademas de la fijacion y
retencion de cristales dentro de los tubulos renales.? La escasa ingestion de liquidos

con reduccion del volumen urinario, favorece la aparicion de calculos.

Este es un padecimiento renal y de las vias urinarias que mayormente ataca a
varones, sin ser exclusivo de éstos, y es de gran incidencia social entre la poblacién
adulta, siendo ésta, una de las enfermedades que lleva a severas consecuencias,
que resultan en un costo econdmico tanto para el sector de salud publico como para
quienes padecen esta enfermedad, siendo la poblacion menos beneficiada la mas
vulnerable ya que generalmente no pueden cubrir los costos que se generan,?*

llevandolos a consecuencias mayores.



Modelo Animal de Nefrolitiasis y Algunos Estudios

Un gran numero de modelos de nefrolitiasis han sido desarrollados en un esfuerzo
de entender los mecanismos que envuelven a los procesos de formacion de céalculos

renales.?

Algunos modelos de nefrolitiasis sirven para estudiar un solo aspecto del
proceso, como estudios que usan solamente algunos tipos de cristalizadores que
tienen que ver con la nucleacion del cristal y el crecimiento del célculo renal. Los
estudios de cultivos de tejidos se usan actualmente para estudiar solamente la
interaccidn entre el calcio, oxalato o los cristales de oxalato de calcio y las células
epiteliales renales. Modelos computacionales (tedricos) evalian el potencial de
cristalizacion de la orina y soluciones similares. Modelos animales, por otro lado, son
empleados para entender todo sobre la patogénesis, incluyendo el rol anatémico y

fisiol6gico de los rifiones y los tabulos renales asi como muchos otros factores.?

Otro ejemplo son los estudios donde se evalla el efecto en la ingesta de
suplementos de calcio durante las comidas o antes de irse a la cama, la excrecion
urinaria de calcio fue significativamente elevada. La excrecién urinaria de oxalato, se
redujo significativamente, cuando el suplemento de calcio se tomé junto con las
comidas solamente,! en otros estudios, se sospech6é de la participacion de la
proteina de Tamm Horsfall (THP) en la formacion de los calculos renales y se ha
descubierto que esta proteina tiene una actividad dual en el proceso, pues a pH alto
y baja fuerza idnica, la THP es un fuerte inhibidor de la agregacion de cristales, pero
a pH bajo y alta fuerza iénica se convierte en un promotor.*® En sujetos normales

mantiene su actividad inhibitoria.2>

Muchos modelos experimentales animales basados en la infusion de oxalato
o la alimentacién con una dieta deficiente en piridoxina, y la administracion de

precursores del oxalato como etilenglicol, hidroxiprolina, acido glicélico y éacido



glioxilico por mencionar algunos, se han desarrollado para el estudio de los

mecanismos de la nefrolitiasis.2®

Los animales mas utilizados para la induccién de nefrolitiasis son las ratas,
primordialmente ratas Wistar y Sprague Dawley, aunque también se usan en
algunos estudios perros y conejos. En estudios recientes se ha tratado de inducir
calculos renales en ratones C57BL/6 mediante la administracion intra-abdominal de
glioxilato con éxito.?! También se pueden inducir calculos renales utilizando ratones

genéticamente modificados o ratones “knockout”.?’

Okamoto y col. desarrollaron un modelo mediante la administracion en la dieta
de precursores de acidos como el cloruro de amonio en ratas tratadas con vitamina
D328 obteniendo resultados positivos y formacion de célculos renales de fosfato de

calcio.

Uno de los modelos experimentales de induccidn de nefrolitiasis mayormente
utilizado es mediante la administracion de etilenglicol?®2° via oral en ratas, esto
debido a su sencillez, ya que el etilenglicol es facil de administrar pues su sabor es
dulce y es bien aceptado por los animales en el agua que beben diariamente y se
obtiene una produccion moderada pero constante de oxalato y en un tiempo corto (3

semanas) se obtienen calculos renales.3!

Se han realizado estudios donde se administran diferentes concentraciones
de etilenglicol acompafiado o no de cloruro de amonio para estudiar hiperoxaluria,
cristaluria y la fijacién de cristales a las células epiteliales renales en ratas con

minimo dafio renal.3?

Modelo Animal de Nefrolitiasis en Ratas Wistar

En ratas Wistar se ha realizado la induccidon de nefrolitiasis de diversas maneras
para un sin fin de estudios. F. Grases® realiz6 la induccién de calculos mediante la

administracion via oral de etilenglicol y cloruro de amonio suplementando el agua
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gue beben las ratas con estos compuestos, para estudiar el efecto del acido fitico en
la formacién de los calculos, encontrando que tiene consecuencias que
contrarrestan su formacion en ratas, mas sin embargo éste tratamiento no puede ser
usado en humanos. También concluy6é que el zinc no tiene efectos considerables
sobre éste proceso. O. Miyake'® gener6é célculos renales administrando etilenglicol y
vitamina D3 para examinar la expresion de la THP una glicoproteina urinaria, la cual
tiene la funcion de inhibir la formacion de calculos renales y que podria tener un rol
secundario en la formacion de los célculos como un adhesivo. Ademas concluyeron
que la expresion de la THP se debe al dafio renal y no a la formacién de cristales. F.
Atmani,3! evallio el potencial profilactico que tiene el extracto de una planta llamada
Herniaria hirsuta en la formacion de las piedras de oxalato de calcio mediante la
induccién experimental de nefrolitiasis en ratas, obteniendo grandes resultados,
también se han evaluado extractos de otras plantas,3#3536 obteniendo una gran
diversidad de resultados. También se han hecho estudios para evaluar sustancias
para el tratamiento de los célculos renales.3”:*® En 2007 J. Liu,?? realiz6 un estudio
comparativo de varios modelos experimentales de formacion de célculos de oxalato
de calcio en ratas utilizando lo que el llamo “drogas que inducen la cristalizacion”
(CID) que incluian, etilenglicol, cloruro de amonio, vitamina Ds, gluconato de calcio,
oxalato de amonio, gentamicina y I-hidroxiprolina, llegando a la conclusién de que, la
administracion conjunta de etilenglicol y vitamina D3 produce grandes cantidades de
cristales de oxalato de calcio en el epitelio renal y que la administracion de
etilenglicol y cloruro de amonio tiene un efecto similar y que son la mejor manera de

inducir piedras de oxalato de calcio.

Modelo Animal de Nefrolitiasis en Ratas Sprague Dawley

Para el tipo de rata Sprague Dawley la induccion no es muy diferente al igual que los
estudios. Khan y col.®° indujeron célculos renales administrando solamente
etilenglicol aunque por un periodo mas largo, para evaluar la expresion y la
excrecion urinaria de otra glicoproteina urinaria llamada osteopontina la cual es
componente de la matriz de los calculos renales y un fuerte inhibidor de la

nucleacion y agregacion de los cristales de calcio, concluyendo que incrementa la

8



produccion de osteopontina como respuesta a la exposicion de oxalato y cristales de
oxalato de calcio en las células renales y que puede tener un rol significativo en la
nefrolitiasis de oxalato de calcio. Chang y col.?® han propuesto un modelo animal de
urolitiasis de oxalato de calcio basado en un inhibidor de la ciclooxigenasa 2
llamado celecoxib, concluyendo que es un modelo que se puede usar para la
formacion de célculos. Khan?® utilizé hidroxi-l-prolina para inducir hiperoxaluria y asi
generar calculos en ratas. Otros, han utilizado melanina y acido ciantrico®® lo cual
genero calculos, pero la difraccion de rayos X determind que estos calculos eran de
nitrégeno y no de calcio. Yamagushi y col.®? realizaron un experimento en el que
administraban una concentraciéon de cloruro de amonio estable y variaban la
concentracion de etilenglicol y en donde administraban etilenglicol solamente
obteniendo diferente dafio renal de acuerdo a la concentracion administrada de los
agentes litbgenos y proponiendo a éste modelo como uno que sirve para estudiar a
la nefrolitiasis en diferentes fases de la enfermedad.

Modelo Animal de Nefrolitiasis en Ratén

En el raton es un poco mas dificil inducir la formacion de célculos de oxalato de
calcio, debido a que los valores de la THP son mas elevados.? Se ha desarrollado un
ratbn genéticamente alterado, el cual tiene deficiencia de adenina
fosforribosiltransferasa, pero sin producir calculos de calcio, la difraccién de rayos X
confirmé que estaban compuestos de CsHsNsO2[6-amino-2,8(3,9)-purina dion].?> Mo
y col.}* usaron ratones normales y ratones “knockout” con deficiencia de THP (lo
que genera una produccion espontanea de cristales de calcio) para examinar el rol
de defensa de esta glicoproteina en la formacion de calculos renales, y concluy6 que
la THP es un factor muy importante de defensa y que su deficiencia es un factor que
contribuye a la formacién de los célculos urinarios en humanos. Okada y col.?!
realizaron una formacioén exitosa de depoésitos de cristales de oxalato de calcio
utilizando ratones machos C57BL/6 y administrandoles via intraabdominal glioxilato
y proponiendo a éste como un buen modelo para generar nefrolitiasis en ratones

normales.



MATERIALES Y METODOS

Bioensayo

Sujetos de Experimentacion

Para realizar el proceso de induccion de la nefrolitiasis se utilizaron ratas Wistar
(figura 1) machos de 8 a 9 semanas de edad y un peso promedio de 180 g para
cada grupo, seleccionadas de una misma camada, obtenidas del bioterio del
Departamento de Investigacién y Posgrado en Alimentos (DIPA), quien proporciono
las ratas Wistar para su reproduccion y obtencion de los sujetos de experimentacion.
Las ratas se criaron y cuidaron desde su nacimiento hasta la edad correspondiente
para el inicio de la induccién de la nefrolitiasis. Durante el periodo experimental los
animales se alojaron en una unidad compuesta de jaulas individuales montadas en
un “raks” con un cupo de 60 animales, los cuales se mantuvieron en una habitacién
con un ambiente controlado entre 22 — 24 °C y una humedad de 60 a 70 % de
manera constante, con dos periodos de 12 horas cada uno de luz y oscuridad y

constante recirculacion del aire, agua y alimento se proporcioné ad libitum.

Figura 1.- Rata Wistar. Utilizadas
para la induccion de la nefrolitiasis.
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Formacion de Grupos de Experimentacion

Se formaron tres grupos de experimentacion de seis sujetos cada uno, el grupo
control (sujetos 1-6) y grupos Inducido 1 (sujetos 7-12) e Inducido 2 (sujetos 13-18),
cada sujeto fue colocado en una jaula individual montadas en un “raks”. Los tres
grupos de experimentacion fueron alimentados con alimento comercial para
mantenimiento (alimento balanceado de Harlan TG para roedor con 18 % de
proteina). A los grupos Inducido 1 y 2 se les administro etilenglicol y cloruro de
amonio (litbgenos), via oral, en el agua que bebieron diariamente y al grupo control

se le dio agua normal.

Induccion Experimental de Nefrolitiasis Via Administracion Oral de Etilenglicol

y Cloruro de Amonio

Para la induccién de la nefrolitiasis se administré como agua de beber a los grupos
Inducido 1 y 2 una solucién de etilenglicol al 0.75 % y cloruro de amonio al 1 %
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA) durante tres dias y posteriormente se administro
solamente etilenglicol al 0.75 % por 21 dias méas. Al grupo control se le administro
solamente agua y alimento. En esta parte del bioensayo se midié el consumo de
alimento, agua ingerida y volumen urinario, asi mismo, fue necesario utilizar cajas
metabdlicas (figura 2) para la toma de la muestra de orina de 24 horas, a la cual se
le practico el analisis quimico con tira reactiva y prueba de sedimento urinario. Al
finalizar la induccion se sacrificd a las ratas en experimentaciéon y se les extrajeron

los riflones para su preparacion para la prueba histopatolégica.

Obtencion de Orina de 24 horas

Para la recoleccion de orina se introdujeron individualmente a las ratas 1 y 3 del

grupo control, 7, 9y 10 del grupo Inducido 1y a las 13, 14 y 15 del grupo Inducido 2,
11



en cajas metabdlicas durante 24 horas antes de iniciar la administracion de los
litogenos y los dias 4, 7, 14 y 21 ya iniciada la induccién, dichas cajas estan
disefiadas para colocar de manera individual a los animales de experimentacion y
permite recolectar las excretas de los animales de experimentacién por separado

aprovechando el deslizamiento de la orina a través de las paredes de un embudo.

(b) ()

Figura 2.- Caja metabdlica utilizada para la recoleccion de orina de
24 horas. Tanto de ratas control como inducidas antes de iniciar el
proceso de induccién y los dias 4, 7, 14 y 21 ya iniciada la
induccion. (a) Caja metabdlica completa, (b) y (c) caja metabdlica

con rata de experimentacion dentro.
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Andlisis Quimico de Orina con Tira Reactiva.

Para realizar esta prueba se utilizaron tiras reactivas para urianalisis de la marca
Mission™ fabricada por ACON Laboratories, Inc. La tira evalla 10 parametros como
son: leucocitos, nitritos, urobilindgeno, proteinas, pH, eritrocitos, densidad, cuerpos

cetdnicos, bilirrubina y glucosa.

Se tomo la muestra de orina de 24 horas y se sumergio en ella la tira reactiva
completamente por un instante, al remover la tira de la orina se corrio el filo de la tira
contra el borde del recipiente de ésta para desechar el exceso de orina. Se
compararon las areas reactivas con la correspondiente tabla de colores control para

cada caso en el tiempo especificado.

Examen Microscépico de Sedimento Urinario

Para la obtencién de sedimento urinario se utilizé una centrifuga (Heraeus Multifuge
X3R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, 2009) y se centrifugd la alicuota tomada
(10 mL, de la orina recolectada durante 24 horas) y se pas6 a un tubo de ensayo, a
2000g durante 8 minutos. Se descartd el sobrenadante por decantacion, dejando
aproximadamente 1mL para resuspender el sedimento, se tomé una gota de
sedimento resuspendido y se colocé entre un portaobjetos y un cubreobjetos.
Finalmente se observd en un microscopio optico con objetivo de 10x, 40x y 60x para

la busqueda de cristales de oxalato de calcio.

Andlisis Histopatoldgico

La técnica histopatoldgica se realiz6 en colaboracién con el laboratorio de patologia
a cargo de la Dra. Adela Rascén Alcantar médico patélogo, y bajo la observacion y

capacitacion del T.H. Francisco Fernando Pacheco Ruiz, ubicado en el Hospital
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Infantil del Estado de Sonora (HIES), de la ciudad de Hermosillo Sonora, México.
Dicho analisis histopatologico se basa en una serie de procedimientos aplicados a
un material biolégico para su preparacion y observacion a través del microscopio. De

manera general, para lograr esto se siguieron varias etapas:

1) Toma de la muestra.
a) Fijacion.
b) Inclusion.
c) Microtomia.

2) Coloracion o tincion.

a) Montaje.

Para realizar la prueba histopatoldgica fue necesario el sacrificio de las ratas

en estudio para la extraccion de los rifiones.

Toma de la Muestra

Para la obtencion de la muestra se realiz6 una diseccion a las ratas, se localizaron
los rifiones y se extrajeron. Inmediatamente después de la extraccion se
sumergieron en recipientes individuales con formol “buffer”, rotulandose como rifién
derecho o izquierdo segun fuera el caso y el nimero de sujeto al que pertenecian los

organos.

Fijacion

Es un procedimiento cuya finalidad, al aplicarlo es detener la vida de las células e
impedir las modificaciones post mortem que pueda sufrir la célula, manteniendo la
estructura morfologica de células y tejidos sin que ocurran cambios notables en ellos
esto mediante agentes quimicos denominados fijadores. En éste caso para fijar los

riniones extraidos de las ratas, se colocaron las muestras biolégicas en celdas de
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plastico llamadas unicaset (figura 3) y se sumergieron en formol “buffer” con un pH

entre 6.8 a 7.
Figura 3.- Unicaset. Utilizado para la contencién de las
muestras biologicas (rifiones) en formol durante la etapa
de fijacién en la preparacion de los cortes histolégicos.
Inclusién

Los tejidos fijados adquieren consistencia y dureza, pero no la suficiente como para
de ellos obtener cortes delgados de unas micras, asi que después de ser fijados
pasan por el proceso de inclusién que es la formacion de un bloque de parafina con
el material biol6gico contenido dentro de éste. Hay diferentes sustancias que pueden
ser utilizados para dar soporte y dureza al material biolégico que en este caso se
utilizé parafina. Para este paso primeramente se deshidraté el material biolégico ya
gue se encontraba embebido en agua o alcohol y asi resulta imposible que la
parafina penetre en el tejido. Para realizar la deshidratacion se utilizd un
deshidratador automatico (Shandon Citadel 2000, Thermo Scientific figura 4) con 12
recipientes,que contienen alcoholes como a continuacion se describe: alcohol 60°,

alcohol 70°, alcohol 80°, alcohol 96°, alcohol 96°, alcohol absoluto, alcohol absoluto,
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alcohol absoluto-xilol, xilol, xilol, xilol-parafina y parafina. Este procedimiento tiene

una duracion de 12 horas.

Una vez deshidratadas las muestras se incluyeron en parafina, para esto se
utiliz6 un embebedor de parafina (Shandon Histocentre 3, Thermo Electron
Corporation figura 5), se colocé la muestra dentro de un molde, bien orientada para
facilitar la obtencion de los cortes y observar de manera adecuada el area a
explorar. El molde se llend de parafina caliente pura a 60°C y se enfrié de inmediato
para que el blogue se formara de manera homogénea y obtuviera la dureza

necesaria para poder realizar los cortes en el microtomo.

Thermo

L

S

o

H
%
X

[
1

Figura 4.- Deshidratador. Utilizado en el proceso de inclusién de las

muestras bioldgicas durante la preparacion de los cortes histoldgicos.
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Figura 5.- Centro de inclusibn con parafina. Utilizado para la

realizacion de los bloques de parafina con las muestras bioldgicas.

Microtomia

Para la obtencién de los cortes histolégicos se utiliz6 un microtomo semiautomatico
(Leica RM 2145 figura 6). Cuando el bloque de parafina no fue lo suficientemente
rigido para la obtencion de buenos cortes, se refrigeré por unos minutos (10
minutos) para asegurar que lo cortes fueran de buena calidad (delgado y
transparente). La muestra se mont6 en el microtomo, se ajustd el tamafio de corte
de 4 a 5 um y se realiz6 el corte, el cual se coloco en un bafio Maria (Tissue Float
Bath, Lab Line, figura 7) conteniendo grenetina en donde se extendidé el corte
histolégico realizado y al que la grenetina adhiri6 al portaobjetos en donde fue
colocada la muestra. Se introdujo en un horno (Memmert 854 Schwabach, figura 8) a
50°C aproximadamente hasta que la parafina se evapord, lo que se llama

desparafinar la muestra. Después se continué con la tincion.
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Figura 6.- Microtomo semiautomético. Utilizado para

la realizacion de los cortes histologicos.

Figura 7.- Bafio Maria. Utilizado para la extension y adhesion de la

muestra bioldgica durante la preparacién de los cortes histologicos.
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Figura 8.- Horno. Utilizado para la desparafinizacién de la muestra

bioldgica durante la preparacion de los cortes histolégicos.

Tincion

Se procedi6 a la tincion con tres diferentes técnicas para el diagnéstico y

observacion de los célculos renales:

1) Tincién hematoxilina-eosina (HE).*°

2) Tincién o técnica de Pizzolato.*!

3) Tincién de Masson.*°

Para realizar la tincion primeramente se hidraté la muestra, exponiéndola de

nuevo en alcoholes como se describe a continuacion: se tomé la muestra y se

sumergié en los siguientes alcoholes: xilol, xilol, xilol-alcohol absoluto, alcohol
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absoluto, alcohol absoluto, alcohol 96°, alcohol 96°, lo que rehidratd la muestra y

posteriormente se realizo la tincion (figura 9).
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Figura 9.- Esquema general del proceso de rehidratacion, tincion vy

deshidratacion de los cortes histolégicos.

Tincion hematoxilina-eosina

Se utilizé el método de Harris (ver anexo 1). Primero se desparafinaron las laminas
pués la parafina no permite de manera adecuada la penetracion del colorante al
tejido, posteriormente se hidrataron los cortes, como habitualmente se hace, se tifid
primeramente con hematoxilina de Harris un colorante basico que tifie el nucleo
celular, se lavé en agua corriente y se decolord en alcohol acido, se lavé brevemente
en agua corriente y se colocaron las laminas en una solucién débil de agua
amoniacal, se lavd muy bien con agua corriente y se colocé en etanol,
posteriormente se realizd una tincion de contraste con eosina, un colorante acido
que tifie al citoplasma celular, se deshidrato6 el tejido y aclar6 (ver figura 9). Se monté
en resina sintética (preparacion permanente) y finalmente se observdé en un

microscopio optico.
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Tincion de Pizzolato

Esta técnica permitid observar los depdsitos de calcio en el tejido, de un color
obscuro utilizando una mezcla de partes iguales de nitrato de plata y peréxido de
hidrégeno. A los cortes ya desparafinados e hidratados, se cubrieron con una
mezcla de peroxido de hidrégeno (Merck) el cual reacciona con el oxalato de calcio
produciendo carbonato de calcio, y nitrato de plata (Merck) el cual reacciona con el
carbonato de calcio en presencia de luz para formar depdésitos oscuros, la mezcla
fue hecha con partes iguales de cada compuesto (pH = 6), en los casos de
produccion de burbujas debido a la presencia de albumina de huevo en el tejido, se
removié la mezcla y se agregé mezcla fresca, al finalizar el tiempo indicado, se
lavaron los cortes con agua destilada y se contrastd con safranina, después, se
deshidraté la muestra de la manera usual, posteriormente se monté en resina
sintética (preparacion permanente), finalmente se observaron las muestras con un

microscopio optico.

Tincion Tricrobmica de Masson

Esta técnica ayuda a observar fibrosis glomerular (anexo 1). La muestra se
desparafin6 e hidrat6 como habitualmente se hace y se traté con soluciéon de Bouin
durante toda la noche Cuando las secciones fueron fijadas en solucion de Bouin
inicialmente se omitié6 éste paso, se lavd con agua corriente y después con agua
destilada, se colore6 con la solucion de hematoxilina de hierro de Weigert y
posteriormente con agua corriente y se enjuagé con agua destilada, se colored con
la solucion de fucsina acida-escarlata de Biebrich y se enjuagd con agua destilada.
Después se diferencié con la solucion de acido fosfotungstico-fosfomolibdico y se
contrastd con la solucién de anilina, se enjuagd con agua destilada, después se
diferencié con acido aceético, se deshidratdé y aclaré con diferentes alcoholes. Se

monto en resina sintética para finalmente observarse con un microscopio optico.
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RESULTADOS

Para realizar la induccion de nefrolitiasis se tomaron ratas Wistar y se les administré
etilenglicol y cloruro de amonio. Durante el periodo de induccion, se evalud la
cantidad de liquido ingerido (ver anexo 2), cantidad de alimento ingerido (ver anexo
3), orina de 24 horas (ver anexo 4) a la cual se le practico la prueba de tira reactiva y
prueba de sedimento urinario para observacién de cristales, ademas se extrajeron
los rifiones y se le practicO un examen histopatologico para el diagndstico de

nefrolitiasis. Los resultados fueron los siguientes:

Anélisis Macroscopico

Una vez extraidos los rifiones de las ratas de los grupos Inducido 1 y 2, se observo
inflamacion o deformacién del rifibn en todos los casos, de un color palido o

blanquecino (figura 10c) y en algunos casos granulos de color blanco.

Los rifiones extraidos de las ratas del grupo control se mostraron bien

definidos sin inflamacién o alteracion visibles y de un color rojo intenso (figura 10b).

Volumen de Liquido Ingerido

Durante el proceso de induccion de la nefrolitiasis se logr6 monitorizar la ingesta
diaria de liquido de cada rata en estudio, en promedio por grupo se observé que la
tendencia del grupo control es mas o menos estable y constante durante todo el
proceso (ver figura 11), sin embargo para los grupos Inducidos 1y 2, ambos tuvieron
un comportamiento similar pero inestable en comparacion con el grupo control, asi
se pudo observar que iniciaron con una ingesta similar de liquidos, disminuyendo
ésta drasticamente durante los primeros 2 dias, teniendo una recuperacion al tercer

dia y cayendo de nuevo su ingesta durante el cuarto dia, recuperandose para el
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sexto dia, manteniendo una tendencia mas o menos constante hasta el final de la
induccion. Asi, fue posible determinar que los grupos Inducidos 1 y 2 terminaron
ingiriendo una mayor cantidad de liquido que al inicio de la induccion y que las ratas

del grupo control.

Figura 10.- Diseccién y extraccion de los rifiones de las ratas de los tres grupos de
experimentacién una vez terminado el periodo de induccién de nefrolitiasis (dia 24).
La imagen (a) muestra la diseccién y extraccion de los riflones, la imagen (b)
muestra rifiones sanos y normales (grupo control), la imagen (c) muestra rifiones

después de ser tratados con etilenglicol y cloruro de amonio (grupos Inducido 1y 2).

23
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Figura 11.- Volumen medio de liquido ingerido diariamente por grupo de

experimentacion durante el periodo de induccion de 24 dias.

Cantidad de Alimento Ingerido

También se dio seguimiento a la cantidad de comida ingerida. Esto se realizé en un
total de 4 ensayos, con un periodo de 3 dias cada uno. En el anexo 3 se puede ver
las cantidades ingeridas de alimento promedio de estos ensayos realizados durante
el periodo de induccion de nefrolitiasis. Asi podemos observar en la figura 12 que el
tratamiento si alteré el apetito de las ratas inducidas en estudio disminuyendo su
ingesta de alimento, pero solamente durante el periodo de administracion de cloruro
de amonio, ya que una vez suspendido hubo una notable recuperacion en el apetito
de las ratas de los grupos Inducido 1 y 2 ya que la alimentacion del grupo control fue
mas 0 menos constante durante el periodo de induccion a comparacion de los grupos
Inducidos 1 y 2 que comieron de menos a mas, recuperando el apetito hasta

normalizarse junto al grupo control.

24



Ingesta de alimento
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Figura 12.- Ingesta de alimento promedio por grupo de experimentacion
durante el periodo de induccién de nefrolitiasis de 24 dias. El primer
ensayo fue practicado los dias 2, 3 y 4, el segundo ensayo fue practicado
los dias 7, 8 'y 9, el tercer ensayo fue practicado los dias 13, 14y 15, y el
cuarto ensayo fue practicado los dias 19, 20 y 21, durante el periodo de

induccion.

Volumen Urinario

El volumen urinario también fue monitorizado. Para medir el volumen urinario se
utilizaron cajas metabdlicas y se tomaron 5 muestras de 24 horas cada una, antes y
durante el periodo de induccién. Los resultados se muestran en el anexo 4. En la
figura 13 se observa una tendencia en aumento del volumen urinario durante el

periodo de induccidn, que va de acuerdo al volumen de liquido ingerido.
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Figura 13.- Volumen urinario promedio por grupo de experimentacion
durante el periodo de induccién de nefrolitiasis de 24 dias. La primer
muestra fue recolectada antes de iniciar la administracion de los litbgenos
(dia 0), la segunda muestra fue recolectada durante el dia 4, la tercer
muestra fue recolectada durante el dia 7, la cuarta muestra fue
recolectada durante el dia 14 y la quinta muestra fue recolectada durante

el dia 21, una vez iniciada la induccion.

Analisis Quimico de Orina con Tira Reactiva

Como anteriormente se mencion0, se tomo muestra de orina de 24 horas solo a 2
ratas del grupo control, 3 ratas del grupo Inducido 1 y 3 ratas del grupo Inducido 2,
fueron 5 muestras las que se tomaron antes y durante el transcurso de la induccion.
Los resultados del analisis quimico de orina con tira reactiva se muestran en el

anexo 5.
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Los resultados de la prueba de tira reactiva, dan una idea sobre el
funcionamiento renal de las ratas en experimentacion y una idea de cémo va el
proceso de induccion de la nefrolitiasis. Con esta prueba se pudo observar una
disminucién del pH, la presencia de proteinuria que se mantuvo desde un inicio y
coOmo es que después se presentd hematuria y cuerpos cetdnicos al final de la
induccidén. Es decir que los resultados muestran, una afectacion del sistema urinario

pero sin precisar.

Examen Microscépico de Sedimento Urinario

Esta prueba fue realizada para buscar cristales de oxalato de calcio
especificamente, en la orina. Se tomaron 5 muestras, antes y durante la induccién,
tomandose en total 40 muestras. Las observaciones representativas por grupo de
las diferentes muestras tomadas de las ratas en estudio se muestran en la figura 14,

los resultados y observaciones de cada sujeto se pueden observar en el anexo 6.

La primer muestra fue tomada un dia antes de iniciar la induccién (dia 0), para
poder constatar que las ratas de experimentacion de éste estudio estaban sanas y
que las muestras tomadas eran normales. Asi pues las observaciones que se
hicieron de esta muestra demostraron que asi era, ples aunque se observaron
abundantes bacterias en las muestras de todos los grupos, éstas no se asocian a
infeccion, ya que el examen quimico con tira reactiva nunca dio positivo para
leucocitos ni se observaron estos al microscopio. Esta observacion de abundantes
bacterias es debida al tratamiento de la muestra y al tiempo de recoleccién de la

orina.
La segunda muestra fue tomada durante el transcurso del dia 4 de iniciada la

induccion con etilenglicol y cloruro de amonio dia en que se elimino el uso del

segundo.
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Las muestras de las ratas del grupo control fueron normales, sin presencia de
cristales de oxalato de calcio, ni de eritrocitos, ni leucocitos, aun cuando hubo

abundantes bacterias presentes.

Sin embargo para las ratas de los grupos Inducidos 1y 2 se logré observar
una abundante cantidad de cristales de oxalato de calcio, comprobandose asi la
cristaluria esperada, aunque no hubo presencia de eritrocitos o leucocitos, ni de

células epiteliales (figura 14)

La muestra 3 fue tomada durante el transcurso del dia 7, ya iniciada la

administracion de etilenglicol solamente, durante este periodo.

Las muestras de las ratas control continuaron normales hasta este dia, sin presencia
de leucocitos o eritrocitos ni células epiteliales, asi tampoco se observaron cristales

de oxalato de calcio.

Sin embargo en las ratas de los grupos Inducidos 1y 2, continud la presencia
de cristales de oxalato de calcio pero en menor cantidad, quizds debido a la
suspension del cloruro de amonio o a la retencién de los cristales en los tubulos
renales o en alguna parte del sistema urinario. También se observé la presencia de
eritrocitos en algunos casos (ratas 10, 13, 14 y 15) lo que indic6é que hubo algun tipo
de dafio renal o de vias urinarias debido a la administracion de los agentes

litbgenos. También se observaron células o restos celulares epiteliales (figura 14).

La muestra 4 fue tomada durante el transcurso del dia 14, una vez iniciada la
administracion de los litbgenos, durante este periodo se continué con la

administracion de etilenglicol solamente.

Las muestras de las ratas del grupo control siguieron normales, sin la
presencia de eritrocitos o leucocitos ni células epiteliales, asi como de cristales de
oxalato de calcio. Las muestras de las ratas de los grupos Inducidos 1 y 2
continuaron con la presencia de cristales de oxalato de calcio, en algunos casos con

menor intensidad, asi también continudé la presencia de eritrocitos y células
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epiteliales lo que indica que la presencia de cristales de oxalato de calcio esta

causando dafo renal (figura 14).

La muestra 5, fue la dltima muestra que se tomé y fue durante el transcurso
del dia 21 de iniciada la administracion de los litbgenos. Durante éste periodo se

administré solamente etilenglicol.

Las muestras de las ratas control continuaron normales hasta el dia 21 sin la
presencia de cristales de oxalato de calcio, no se observaron eritrocitos, leucocitos o

células epiteliales.

Las muestras de las ratas de los grupos Inducido 1 y 2 mostraron la
presencia de cristales de oxalato de calcio pero muy escasamente (menos de un
cristal por campo) y de un tamafio muy pequefio en comparacion con los cristales
gue se observaron en las muestras 2, 3 y 4, esto debido al dafio renal provocado por
el tratamiento, ya que los cristales se estuvieron reteniendo dentro de los tabulos
renales, pudiendo salir solamente muy pocos o los mas pequefios. También
continud la presencia de eritrocitos en casi todos los casos asi como de células

epiteliales debido al dafio real provocado por los agentes litbgenos (figura 14).

El tratamiento combinado de etilenglicol con cloruro de amonio dio como

resultado nefrolitiasis en todas las ratas al cabo de 3 semanas.°

29



Grupo control Grupo Inducido 1 Grupo Inducido 2

Muestra no.
2 (dia 4) 1 (dia 0)

3 (dia 7)

4 (dia 14)

5 (dia 21)

A
-

Figura 14. Resultado representativo por grupo del examen microscépico de
sedimento urinario. Observaciones a 60 Xx.
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Prueba Histopatoldgica

Esta prueba se realizd para el diagnostico de nefrolitiasis, la observacién de los
calculos renales o depositos de calcio asi como el dafio real generado por la
administracion de los agentes litdgenos. Esta prueba se realizé solamente a las
ratas 1 y 6 del grupo control, a todas las ratas del grupo Inducido 1y a las ratas 13,
14 y 15 del grupo Inducido 2 ya que las ratas 16, 17 y 18 murieron durante la

segunda semana de la induccion debido al dafio generado por el tratamiento.

Se realizaron tres técnicas de tincion diferentes para el diagndstico de la
nefrolitiasis dos de ellas de rutina para el diagnéstico solicitados por la Dra. Adela
Rascon Alcantar, médico patélogo responsable del laboratorio de patologia del
Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES); estas dos pruebas son la tincion de
Hematoxilina Eosina de Harris (HE) y la tincion de Masson. Ademas se realiz6 una
tercera tincién para la observacion de los célculos renales o depdsitos de calcio que
fue la tincién de Pizzolato, en la que se observaron los depdsitos de calcio de un

color oscuro o negro.

Los resultados y las observaciones representativas por grupo del examen
histopatolégico se puede ver en la figura 15. Las imagenes (a), (b) y (c) son de
cortes histoldgicos de las ratas del grupo control es decir de sujetos sanos, que
fueron tomados como controles negativos para valorar la induccion de la nefrolitiasis
con etilenglicol y cloruro de amonio. Las imagenes de la (d) a la (i) son
representativas de los grupos Inducido 1y 2, sujetos en tratamiento con etilenglicol y

cloruro de amonio para la induccion de nefrolitiasis.

Las imagenes (d), (e) y (f) muestran los cortes histolégicos de las ratas del
grupo Inducido 1. Como puede observarse en la imagen (d), tincion HE, hay areas
dilatadas (tubulos renales) ocupadas por material eosindfilo, con infiltrado linfocitario
leve debido al dafio ocasionado por el depdsito de cristales de oxalato de calcio, y
aunqgue esta tincién no es especifica para observarlos se pueden ver. La imagen (e)
correspondiente a la tincion de Masson, muestra que hay fibrosis glomerular focal o

total.
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Grupo control
Tincion HE (a) Tincién de Masson (b)

o

Grupo Inducido 1
Tincion HE (d) Tincién de Masson (e)
U« : 254 '.“ : AN - S :

7 £ P

Grupo Inducido 2
Tincién HE (g) Tincién de Masson (h) Tincién de Pizzolato (i)
o -

Figura 15. Resultados y observaciones representativas por grupo del examen
histopatolégico realizado al finalizar el periodo de induccion (dia 24) a todas las ratas

de experimentacion. Resoluciéon 60 x.
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Ademas de las tinciones antes mencionadas, se realizd una tercera técnica, la
tincién de Pizzolato observada en la imagen (f) en la que se muestra los depdsitos
de calcio intratubulares tefiidos de un color oscuro, siendo ésta una tincion
especifica para la observacion de célculos de oxalato de calcio en tejido. En esta
tincion se utiliza una mezcla de peroxido de hidrogeno (el cual reacciona con el
oxalato de calcio produciendo carbonato de calcio) y nitrato de plata (el cual
reacciona con el carbonato de calcio en presencia de luz para formar depdsitos
oscuros).*! Las observaciones de los cortes de cada sujeto en estudio se pueden

observar en el anexo 7.

Las imagenes (g), (h) e (i), son representativas de los resultados y
observaciones del grupo Inducido 2, como puede observarse se obtuvieron los

mismos resultados que con el grupo Inducido 1.

Otros Resultados

Durante el proceso de induccion también se observo la caida de pelo de las ratas del

grupo Inducido 1 y 2 de manera muy similar en ambos casos, asi también se

observé el deceso de tres ratas de experimentacion del grupo Inducido 2 (ratas 16,

17 y 18) debido al tratamiento que se les administro.
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DISCUSION

El objetivo de éste trabajo fue el de implementar un modelo animal de nefrolitiasis
mediante la administracion via oral de etilenglicol y cloruro de amonio, esto debido a
gue Sonora es un estado donde se cumple con los principales factores de riesgo
como obesidad (en el afio 2006, 73.2% de la poblacién mayor de 20 afios en Sonora
presentaron sobrepeso u obesidad),? la diabetes, que sin control alguno pasa a ser
otro factor de riesgo ya que causa dafio en rifiones,*? la deshidratacién, que causa la
concentracion de sustancias en la orina que puedan precipitar,’1"! en combinacién
con un consumo bajo de agua aumenta el riesgo de formacién de calculos, asi
también, otro factor de riesgo es un alto consumo de proteinas, en el afio de 1990 en
el noroeste del pais incluyendo a Sonora, se posicionaba en el onceavo lugar en el
consumo de proteina animal en México, para el afio 1997 la zona noroeste de

México se posiciona ya como el mayor consumidor de proteinas.*?

De esta manera, ésta puede ser la pauta que marque el inicio de nuevos
trabajos o0 investigaciones en la busqueda de principios activos para esta
problematica, asi como en la corroboracion de la efectividad de medicamentos ya
existentes en el mercado, ademas de poder desmentir los mitos de ciertos remedios

naturales utilizados en la regioén, o bien confirmar su efectividad.

De acuerdo con los resultados obtenidos es posible asegurar que la induccién
de nefrolitiasis mediante la administracion via oral de etilenglicol y cloruro de amonio
en ratas Wistar, es una forma muy viable para la implementacion de un modelo
animal debido a su sencillez, disponibilidad de los litbgenos y via de administracion,
asi como los resultados obtenidos, siendo éste un modelo muy utilizado para el
estudio de los mecanismos que envuelven los procesos en el desarrollo de la
enfermedad*3° (promotores, inhibidores, formaciéon de la matriz mucoproteica,*
retencion de cristales) asi como la evaluacion de sustancias®®4 y extractos

provenientes de la herbolaria regional y mundial.3446

En cuanto a la ingesta de alimento no hay reporte en la bibliografia revisada

acerca del comportamiento de las ratas en tratamiento sobre la misma, sin embargo
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se ha reportado que el peso corporal aumenta en ratas tratadas solo con etilenglicol
y tiende a disminuir en ratas tratadas con etilenglicol y cloruro de amonio,3? sin
indicar el porque de la disminucién de peso en este ultimo caso. Este antecedente y
los resultados obtenidos de la monitorizacion realizada de la ingesta de alimento en
la implementacion del modelo animal de nefrolitiasis, indica que el tratamiento de
etilenglicol en conjunto con cloruro de amonio si tuvo algun efecto sobre la ingesta
de alimento, ya que los resultados hacen ver una diferencia muy notoria entre los
grupos en induccion y el grupo control negativo o no inducido en relacién a esta

variable, sin ser este un resultado indicativo de la formaciéon de los calculos renales.

Los resultados de la monitorizacién de liquido ingerido son comparables con
los reportados por Atmani y col.3* Mientras que el grupo control tuvo una ingesta de
liguido de manera constante, los grupos inducido 1 y 2 muestran al inicio del periodo
de induccion un descenso en esta variable y una notable recuperacion al cuarto dia
de tratamiento una vez suspendida la administracién de cloruro de amonio, para
finalizar el periodo de induccién (dia 24) con una ingesta de liquido mayor a la del

grupo control.

Ademas se monitorizé el volumen urinario. En la bibliografia revisada se
reporta una tendencia en aumento de la excrecion de orina de manera gradual a lo
largo del periodo de induccién (14 dias).®! En la implementacién de este modelo se
observé una tendencia constante en la excrecion de orina para el grupo control a
diferencia de los grupos inducido 1 y 2 en los cuales se observdé un aumento en la

excrecién urinaria en ambos casos, en acorde con los reportes antes mencionados.

También se puede decir que en la monitorizacion del proceso de formacién de
los calculos renales con el analisis quimico de orina con tira reactiva, no es
contundente para este caso, pero nos da una idea de si hay dafio renal una vez

iniciada la administracién de los litbgenos sin ser este de una fuente infecciosa.

Por otro lado con el examen microscopico de sedimento urinario se puede
monitorizar la presencia de cristales en orina (cristaluria) un requisito indispensable
en la formacion de célculos.? Mas sin embargo, la presencia de cristales no asegura

la formacion de los calculos.
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La prueba histopatologica resulto ser una estrategia metodoldgica
contundente y 100% confiable en la observacion y diagnoéstico de los calculos

renales.

En comparacién con otros modelos como los de ratones genéticamente
modificados,® se puede decir que se obtienen resultados similares en cuanto a la
observacion y desarrollo de los depdsitos de calcio en los rifiones, mas sin embargo

en este modelo implementado no se pueden estudiar factores genéticos.

En cuanto a los modelos que utilizan o administran diferentes litdgenos al
etilenglicol y cloruro de amonio se pueden obtener resultados diferentes como la
obtencién de célculos compuestos por fosfato de calcio,?” e inclusive se pueden
obtener los mismos resultados pero con diferencias en el tiempo de formacién de los
calculos, sencillez en la administracion de los litdgenos y cantidad de calculos

formados.??
En comparacion con los modelos en ratén no genéticamente modificado aqui

se obtuvieron resultados muy parecidos, aunque hay reportes de que los calculos

formados en los ratones disminuyen o desaparecen después de cierto tiempo.?147
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1)

2)

3)

4)

5)

CONCLUSIONES

En conclusion y en base a los resultados aqui mostrados puede afirmarse que
la administracion via oral de etilenglicol al 0.75% y cloruro de amonio al 1%
durante tres dias (dias 1, 2 y 3) y la posterior administracién solamente de
etilenglicol al 0.75% por tres semanas mas (dias 4 a 24) en ratas Wistar
produce nefrolitiasis en todas las ratas Inducidos al finalizar el periodo de

induccion.

La administracion de etilenglicol y cloruro de amonio via oral a ratas Wistar en
el agua que beben diariamente, es la forma mas sencilla de administrar los

litdgenos, sin causar un elevado nivel de estrés en las ratas en estudio.

El andlisis quimico de orina con tira reactiva no es una prueba
suficientemente confiable en la monitorizacion de la formacion de los célculos
renales, mas sin embargo sirve como un indicativo de dafio en algun sitio del

sistema urinario una vez iniciada la administracion de los litdgenos.

El examen microscopico de sedimento urinario no es una prueba contundente
en la monitorizacién de la formacién de los célculos renales, pero si puede
determinar la presencia de cristales en orina, un requisito muy importante en

éste modelo experimental de nefrolitiasis.
La prueba histopatolégica de los rifiones de las ratas de experimentacion es

la mas eficiente y confiable en la observacion de depésitos de calcio y en el
diagnéstico de litiasis renal.
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RECOMENDACIONES

Una vez determinado o implementado el modelo animal de nefrolitiasis se

recomienda:

1. Realizar examenes mas detallados para la monitorizacion del proceso de

induccion como por ejemplo, determinacion de creatinina, oxalato, calcio, etc.

2. El estudio de nuevas sustancias 0 sustancias ya conocidas para el

tratamiento de la nefrolitiasis
3. Alun mas importante, se recomienda el estudio de la herbolaria regional
sonorense en busca de sustancias activas que puedan ayudar en la

prevencion o tratamiento de esta enfermedad.

4. Realizar estudios méas detallados sobre la implementacién de un modelo de
nefrolitiasis en raton, por la facilidad de manipulacion.
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ANEXO 1

Técnicas de Tincion Histoldgicas

Tincion Hematoxilina-eosina.

Se utilizé el método de Harris que se describe a continuacion:

1. Primero se desparafinaron las laminas y se hidrataron los cortes, como ya se

describi6é anteriormente.

2. Se tifid primeramente con hematoxilina de Harris, filtrada recientemente, de 6

a 15 minutos.

3. Se lavo en agua corriente de 2 a 5 minutos.

4. Se decolor6 en alcohol acido al 1%, uno o dos lavadas solamente.

5. Se lavo brevemente en agua corriente.

6. Se colocaron las laminas en una solucion débil de agua amoniacal 1 6 2

lavadas rapidas.

7. Se lavd muy bien con agua corriente.

8. Se coloco en etanol al 80% por un minuto.

9. Se realiz6 una tincion de contraste con eosina al 1% por 2 minutos.
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10.Se deshidrato el tejido y aclaré como sigue: inmersion en alcohol 96°, alcohol
96°, alcohol absoluto, alcohol absoluto, alcohol absoluto-xilol, xilol, xilol, dos

minutos en cada uno (ver figura 10).

11.Se montd en resina sintética (preparacion permanente)

Tincion de Pizzolato

Esta técnica permitio observar los depdsitos de calcio en el tejido de un color
obscuro utilizando una mezcla de partes iguales de nitrato de plata y peroxido de

hidrogeno. Los pasos a seguir fueron los siguientes:

1. Los cortes desparafinados e hidratados, se cubrieron con una mezcla de
peréxido de hidrogeno al 30% (Merck) y nitrato de plata (Merck) al 5% en
partes iguales,(pH = 6).

2. Se expusieron los cortes a la luz de 15 a 30 minutos. En los casos de
produccion de burbujas debido a la presencia de albumina de huevo en el

tejido, se removid la mezcla y se agregé mezcla fresca.

3. Al finalizar el tiempo indicado, se lavaron los cortes con agua destilada y se
contrastd con safranina de 3 a 5 minutos, después, se deshidraté como a
continuacion se describe: se montaron las muestras en un soporte para
laminas y se sumergieron en alcoholes como sigue: alcohol 96°, alcohol 96°,
alcohol absoluto, alcohol absoluto, alcohol absoluto-xilol, xilol, xilol, dos
minutos en cada uno. Posteriormente se montd en resina sintética

(preparacion permanente).
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Tincién Tricrémica de Masson

Esta técnica ayuda a observar fibrosis glomerular.
1. La muestra se desparafiné e hidrato.
2. Se tratd con solucidon de Bouin durante toda la noche a temperatura ambiente.
Cuando las secciones fueron fijadas en solucion de Bouin inicialmente se

omitié este paso.

3. Se lavo con agua corriente hasta que las secciones se aclararon. Se enjuagoé

con agua destilada.

4. Se colore6 con la solucion de hematoxilina de hierro de Weigert durante 10

minutos.

5. Se lavé con agua corriente por 10 minutos. Se enjuagé con agua destilada.

6. Se colored con la solucién de fucsina acida-escarlata de Biebrich, durante 15

minutos (se conservo la solucion y, se enjuagd con agua destilada).
7. Se diferencié con la solucion de acido fosfotungstico-fosfomolibdico durante
10 a 15 minutos. Se observo y cuidd que el coldgeno no se tornara rojo, en

caso contrario se repitié el paso 7.

8. Se contrasto con la solucion de anilina durante 5 a 10 minutos. Se enjuago6

con agua destilada.

9. Se diferencio con acido acético al 1%, de 3 a 5 minutos.

10.Se deshidrat6 y aclar6 a través de alcohol 96°, alcohol 96°, alcohol absoluto,

alcohol absoluto, alcohol absoluto-xilol, xilol, xilol.
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11.Se montd en resina sintética.
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ANEXO 2

Volumen de Liquido Ingerido Diariamente

Agua purificada

Agua con litbgenos

Grupo control

Grupo inducido 1

Grupo inducido 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 32 29.5 27 38 36.5 285 | 30.5 31 28.5 50 175 31 32 32 32,5 39 34 275
2 | 505 385 355 46.5 26 495 | 205 255 22 17 33 28 16 36 15 8 10.5 29
3 [ 295 365 34 41 40 42 16.5 18 10 28 21.5 18 16 32 28,5 195 41 20.5
4 30 30 435 485 32 30.5 | 45 1 48 34 56 69 || 46.5 30.5 16 515 645 64
5 | 395 39 39 38 36 38 9.5 0.5 05 165 115 16 20 6.5 28 2 3.5 9
6 | 39.5 39 39 38 36 38 9.5 0.5 05 165 115 16 20 6.5 28 2 3.5 9
7 8 38 35 48 29 315 | 43 375 43 45 315 35 44 40 44 6 55 105
8 46 38 49 48 29 315 | 46 37.5 93 32 315 35 41 56 41 6 55 105
9 | 305 37 30 395 325 27 50 485 425 32 44 43 | 475 49 495 X X X
10 | 30.5 37 30 395 325 27 50 485 425 32 44 43 | 475 49 495 X X X
11 32 40 30 44 28 30 60 44 44 43 46 32 a7 44 67 X X X
s ;§ 12 | 275 475 275 365 295 265 | 49 485 49 49 445 41 a7 43 49 X X X
@S |13 275 475 275 365 295 265 | 49 485 49 49 445 41 a7 43 49 X X X
a E 14 26 40 27 31 26 24 50 60 57 46 47 45 46 33 52 X X X
15 38 43 38 42 31 26 50 32 44 52 34 24 37 25 55 X X X
16 30 54 28 39 28 32 56 50.5 60 56 48 41 48 45 56 X X X
17 25 36 23 30 24 27 45 54 50 54 52 40 38 30 52 X X X
18 29 23.5 22 37 26 26 545 535 555 525 44 385 | 45 415 54 X X X
19 29 23.5 22 37 26 26 545 535 555 525 44 385 | 45 415 54 X X X
20 29 23 27 38 28 32 58 20 52 65 50 40 40 39 65 X X X
21 40 30 20 48 30 35 40 85 55 28 50 40 46 35 51 X X X
22 36 24 27 38 29 31 63 61 60 71 46 39 56 49 67 X X X
23 | 26.5 275 18 36 305 285 | 475 48 39 50 43 29.5 | 425 37 50 X X X
24 | 26,5 275 18 36 305 285 | 475 48 39 50 43 29.5 | 425 37 50 X X X
Vol. ¥ 315 354 30.0 397 305 309 | 435 445 433 412 391 356 | 399 36.7 46.0 16.7 21 22.4
Vol. % por
grupo 33 41.2 40.9
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Para la monitorizacion de la ingesta de alimento, se realizaron cuatro ensayos con
periodos de 3 dias cada uno, durante el periodo del proceso de induccion. El primer
ensayo se realiz6 durante los dias 2, 3y 4, el segundo ensayo fue practicado los dias

7, 8y 9, el tercer ensayo fue practicado los dias 13, 14 y 15, y el cuarto ensayo fue

Comida Ingerida por Rata de Experimentacion

practicado los dias 19, 20 y 21.

ANEXO 3

(9)

1
1 50.1
2 62.8
3 48.7
4 42.9
5 55.4
6 62.3
7 22.1
8 20.6
9 22.2
10 24.2
11 13.5
12 21.9
13 17.8
14 42.7
15 111
16 27
17 23.2
18 25.8

Consumo de 3 dias

2
39.3
53.4
48.5
49.1
46.6

61
27.8
1.1
8.6
38.5
324
48.7
47.7
20
40.4
7.9
15.9
19.2

3
57.8
66
53
66
56.9
58.5
59.2
48.4
46.1
51
58.4
59
55.7
52
54.8
X
X
X

4
56.8
49.8
46.3
72.3
55.1
56.3
57.4
48.7
58.9
47.1
55.7
57
56.2
49
53.7
X
X
X

1
16.7
20.93
16.23
14.3
18.46
20.76
7.36
6.86
7.4
8.06
4.5
7.3
5.93
14.23
3.7
9
7.73
8.6

Consumo diario

2
13.1
17.8
16.16
16.36
15.53
20.3
9.26
0.36
2.86
12.83
10.8
16.23
15.9
6.6
13.46
2.63
5.3
6.4

3
19.26
22
17.66
22
18.96
19.5
19.73
16.13
15.36
17
19.46
19.66
18.56
17.3
18.26
X
X
X

Rata Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo

4
18.93
16.6
15.43
24.1
18.36
18.76
19.13
16.23
19.63
15.7
18.56
19
18.73
16.33
17.9
X
X
X
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ANEXO 4

Volumen Urinario.

Las muestras de orina fueron tomadas en periodos de 24 horas cada una, la primer
muestra fue tomada antes de iniciar el proceso de induccion de nefrolitiasis, las
muestras 2, 3, 4 y 5 fueron tomadas los dias 4, 7, 14 y 21 respectivamente. Los

resultados se muestran en la siguiente tabla.

(mL)
Muestra No.

Rata 1 2 3 4 5
1 15 18 15.5 14 28
3 5 23 19 10 7
7 19 32 38 35 37
9 29 31 37 43 50

10 16 36 22 26 34
13 9 38 32 29 34
14 5 26 21 18 21
15 11 23 33 27 43
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ANEXO 5

Resultados del Analisis Quimico de Orina con Tira Reactiva

Muestra 1 dia O
RATA PARAMETROS
LEU NIT URO PRO pH BLO SG KET BIL GLU

1 - - 0.2 15 6.5 - 1.025 - - -
3 - + 0.2 15 6 - 1.025 - 1 -
7 - - 0.2 30 6 - 1.020 - 1 -
9 - - 0.2 30 7 - 1.010 - - -
10 - + 0.2 15 7 - 1.020 - - -
13 - + 0.2 - 7 - 1.015 - - -
14 - - 0.2 15 6.5 - 1.030 - - -
15 - - 0.2 - 6 - 1.025 - - -

LEU: leucocitos, NIT: nitritos, URO: urobilinbgeno, PRO: proteinas, BLO:

eritrocitos, SG: densidad, KET: cuerpos cetonicos, BIL: bilirrubina, GLU:

glucosa.
URO, PRO, KET, BIL, GLU: mg/dL; LEU, ERI: cél/uL

En la tabla anterior se muestran los resultados de la primera muestra de orina
recolectada antes de iniciar la administracion de los litbgenos y como pudo
observarse la mayoria de los sujetos en estudio presentan proteinuria quizas debido
al tipo de alimentacién. Asi también se puede decir que ninguno tuvo algun tipo de
infeccidn o algun tipo de dafio en vias urinarias asi que se pueden considerar sanos

hasta este momento (dia 0).
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Muestra 2, dia 4
RATA PARAMETROS
LEU NIT URO PRO pH BLO SG KET BIL GLU

1 - - 0.2 15 7 - 1.010 - 1 -
3 - - 0.2 15 6 - 1.020 - 1 -
7 - - 0.2 15 7 - 1.010 - - -
9 - - 0.2 15 6 - 1.010 - - -
10 - + 0.2 15 6 - 1.010 - - -
13 - - 0.2 15 6 - 1.010 - - -
14 - - 0.2 - 6 - 1.015 - - -
15 - - 0.2 15 6 - 1.015 - - -

LEU: leucocitos, NIT: nitritos, URO: urobilinbgeno, PRO: proteinas, BLO:

eritrocitos, SG: densidad, KET: cuerpos cetonicos, BIL: bilirrubina, GLU:

glucosa.
URO, PRO, KET, BIL, GLU: mg/dL; LEU, ERI: cél/uL

En la tabla anterior se muestran los resultados de la muestra 2, tomada el dia
4, ya iniciada la induccién de la nefrolitiasis. Puede observarse que el pH de la orina
disminuy6 en casi todos los sujetos inducidos y en los sujetos control se mantuvo o

aumento.
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Muestra 3, dia 7
RATA PARAMETROS
No. LEU NIT URO PRO pH BLO SG KET BIL GLU
1 - - 0.2 15 7 - 1.010 - 1 -
3 - - 0.2 15 6 - 1.020 - 1 -
7 - - 0.2 15 6.5 - 1.010 - - -
9 - - 0.2 15 6 - 1.010 - - -
10 - - 0.2 30 7 +++ 1.015 - - -
13 - - 0.2 15 6 +++ 1.020 - - -
14 - - 0.2 15 6 - 1.010 - - -
15 - - 0.2 15 7 ++ 1.015 - - -
LEU: leucocitos, NIT: nitritos, URO: urobilinégeno, PRO: proteinas, BLO:
eritrocitos, SG: densidad, KET: cuerpos ceténicos, BIL: bilirrubina, GLU:
glucosa.
URO, PRO, KET, BIL, GLU: mg/dL; LEU, ERI: cél/uL

En la tabla anterior se muestran los resultados del analisis quimico de orina
con tira reactiva de la muestra 3, tomada el dia 7, ya iniciada la administracion de los
litbgenos. Pudo observarse que los sujetos presentaron proteinuria, y que el pH
aumentoé ligeramente en algunos casos, asi también puede decirse que hubo algun
tipo de dafio en vias urinarias debido a que presentaron hematuria 3 de los 6 sujetos

inducidos (sujetos 10, 13 y 15), en cambio, los sujetos control se mantuvieron sin

cambio con respecto al inicio de la induccion.
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Muestra 4, dia 14
RATA PARAMETROS
LEU NIT URO PRO pH BLO SG KET BIL GLU
1 - - 0.2 30 6.5 - 1.020 5 - -
3 - + 0.2 30 7 - 1.020 5 1 -
7 - - 0.2 30 5 - 1.010 - - -
9 - - 0.2 - 5 BOE/uL 1.005 - - -
10 - - 0.2 15 5 +++ 1.010 - - -
13 - - 0.2 15 6 50E/uL 1.015 5 - -
14 - - 0.2 15 5 + 1.015 - - -
15 - - 0.2 30 5 50E/uL 1.010 - - -
LEU: leucocitos, NIT: nitritos, URO: urobilinégeno, PRO: proteinas, BLO:
eritrocitos, SG: densidad, KET: cuerpos cetonicos, BIL: bilirrubina, GLU: glucosa.
URO, PRO, KET, BIL, GLU: mg/dL; LEU, ERI: cél/uL

En la tabla anterior se muestran los resultados de la prueba de tira reactiva de

la muestra 4 recolectada el dia 14 ya iniciada la administracion de los litdgenos.

Puede observarse que presentaron proteinuria aun los sujetos control (no inducidos),

también se observo la disminucion del pH y puede observarse hematuria ya muy

marcada en casi todos los sujetos inducidos, lo que indica que hubo algun tipo de

dano renal o en las vias urinarias.
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Muestra 5, dia 21
RATA PARAMETROS
LEU NIT URO PRO pH BLO SG KET BIL GLU
1 - - 0.2 30 7 - 1.010 40 - -
3 - - 0.2 100 6.5 - 1.020 15 1 -
7 - - 0.2 15 6 50 E/uL 1.010 40 - -
9 - - 0.2 15 5 - 1.010 40 - -
10 - - 0.2 15 5 50 E/uL 1.015 40 - -
13 - - 0.2 15 6 +++ 1.020 40 - -
14 - - 0.2 30 5 G0E/L 1.020 40 - -
15 - - 0.2 15 5 + 1.015 40 - -
LEU: leucocitos, NIT: nitritos, URO: urobilinégeno, PRO: proteinas, BLO:
eritrocitos, SG: densidad, KET: cuerpos cetonicos, BIL: bilirrubina, GLU: glucosa.
URO, PRO, KET, BIL, GLU: mg/dL; LEU, ERI: cél/uL

En la tabla anterior se ilustran los resultados de la prueba de tira reactiva de la

muestra 5, recolectada el dia 21, ya iniciada la administracion de los litdgenos.

Puede observarse que aun siguieron presentando proteinuria, asi como que el pH

continud bajo y que ahora hubo presencia de cuerpos ceténicos, lo que habla de una

cetoacidosis, asi también se siguio observando hematuria lo que indica dafio renal o

en vias urinarias, sin infeccion debido a que no hubo alteracion de los leucocitos.
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ANEXO 6

Resultados y Observaciones del Examen Microscépico de Sedimento Urinario

Muestra 1 (dia 0)

Grupo control

Sujeto 1

Bacterias abundantes, cristales de fosfato triple,
escasos, leucocitos y eritrocitos negativos, células
epiteliales negativas.

Sujeto 3

Bacterias abundantes, leucocitos y eritrocitos
negativos, células epiteliales negativas

Grupo Inducido 1

Sujeto 7

Bacterias abundantes, cristales negativos, eritrocitos y
leucocitos negativos, células epiteliales negativas.

Sujeto 9

Bacterias negativas, cristales negativos, eritrocitos y
leucocitos negativos, células epiteliales negativas.
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Muestra 1 (dia 0)

Grupo Inducido 1

Sujeto 10

Bacterias abundantes, cristales de fosfato triple,
escasos, leucocitos y eritrocitos negativos, células
epiteliales negativas.

Grupo Inducido 2

Sujeto 13

Bacterias abundantes, cristales de fosfato triple,
escasos, leucocitos y eritrocitos negativos, células
epiteliales negativas.

Sujeto 14

Bacterias abundantes, cristales negativos, leucocitos y
eritrocitos negativos, células epiteliales negativos.

Sujeto 15

Bacterias abundantes, leucocitos y eritrocitos
negativos, células epiteliales negativas
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Muestra 2 (dia 4)

Grupo control

Sujeto 1

Bacterias negativas, cristales de fosfato triple, escasos,
leucocitos y eritrocitos negativos, células epiteliales
negativas.

Sujeto 3

Bacterias negativas, cristales negativos, leucocitos y
eritrocitos negativos, células epiteliales negativas.

Grupo Inducido 1

Sujeto 7

Bacterias escasas, cristales de oxalato de calcio
abundantes (++++), leucocitos y eritrocitos negativos,
células epiteliales negativas.

Sujeto 9

Bacterias negativas, cristales de oxalato de calcio,
escasos, leucocitos y eritrocitos negativos, células
epiteliales negativas.
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Muestra 2 (dia 4)

Grupo Inducido 1

Sujeto 10

Bacterias negativas, cristales de oxalato de calcio,
positivos, leucocitos y eritrocitos negativos, células
epiteliales negativas.

Grupo Inducido 2

Sujeto 13

Bacterias negativas, cristales de oxalato de calcio,
positivos, leucocitos y eritrocitos negativos, células
epiteliales negativas.

Sujeto 14

Bacterias escasas, cristales de oxalato de calcio,
abundantes, leucocitos y eritrocitos negativos, células
epiteliales negativas.

Sujeto 15

Bacterias negativas, cristales de oxalato de calcio,
abundantes, leucocitos y eritrocitos negativos, células
epiteliales negativas.
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Muestra 3 (dia7)

Grupo control

Sujeto 1

Abundantes bacterias, cristales negativos, leucocitos
negativos, eritrocitos negativos, células epiteliales
negativas.

Sujeto 3

Abundantes bacterias, cristales negativos, leucocitos
negativos, eritrocitos negativos, células epiteliales
negativas.

Grupo Inducido 1

Sujeto 7

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio,
positivos, leucocitos y eritrocitos negativos, restos
celulares escasos.

Sujeto 9

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio,
escasos, leucocitos y eritrocitos negativos, restos
celulares negativos.
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Muestra 3 (dia 7)

Grupo Inducido 1

Sujeto 10

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio,
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos positivos (++),
restos celulares, escasos.

Grupo Inducido 2

Sujeto 13

* g Bacterias escasas, cristales de oxalato de calcio
o positivos, leucocitos negativos, eritrocitos positivos
: : (+++), restos celulares escasos.
Sujeto 14
i \‘.';" <
) OO Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio,

escasos, leucocitos negativos, eritrocitos positivos

(+++), restos celulares escasos.

Sujeto 15

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio,
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos positivo (++),
restos celulares escasos.
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Muestra 4 (dia 14)

Grupo Inducido 1

Sujeto 1

Bacterias abundantes, cristales de fosfato triple,
escasos, leucocitos y eritrocitos negativos, células
epiteliales negativas.

Sujeto 3

Bacterias abundantes, cristales negativos, leucocitos y
eritrocitos negativos, células epiteliales negativas.

Grupo Inducido 1

Sujeto 7

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio,
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos negativos,
células epiteliales negativas.

Sujeto 9

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio,
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos abundantes,
células epiteliales abundantes.
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Muestra 4 (dia 14)

Grupo Inducido 1

Sujeto 10

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio
positivos, leucocitos negativos, eritrocitos positivos
(+++), células epiteliales abundantes.

Grupo Inducido 2

Sujeto 13

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio
abundantes pero pequefios, leucocitos negativos,
eritrocitos  positivos  (++++), células epiteliales
abundantes.

Sujeto 14

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio
abundantes pero pequefios, leucocitos negativos,
eritrocitos positivos (+), células epiteliales abundantes.

Sujeto 15

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos positivos
(++++), células epiteliales abundantes.
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Muestra 5 (dia 21)

Grupo control

Sujeto 1

Bacterias abundantes, cristales de fosfato triple,
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos negativos,
células epiteliales negativas.

Sujeto 3

Bacterias abundantes, cristales escasos, leucocitos
negativos, eritrocitos positivos, células epiteliales
negativas

Grupo Inducido 1

Sujeto 7

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos abundantes
(++++), células epiteliales abundantes.

Sujeto 9

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio,
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos negativos,
células epiteliales escasas.
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Muestra 5 (dia 21)

Grupo Inducido 1

Sujeto 10

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio,
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos abundantes,
células epiteliales abundantes.

Grupo Inducido 2

Sujeto 13

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio,
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos positivos
(+++), células epiteliales abundantes.

Sujeto 14

Bacterias abundantes, cristales oxalato de calcio,
escasos, leucocitos negativos, eritrocitos abundantes,
células epiteliales abundantes.

Sujeto 15

Bacterias abundantes, cristales de oxalato de calcio
positivo, leucocitos negativos, eritrocitos escasos,
células epiteliales escasas.
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ANEXO 7

Resultados y Observaciones del Examen Histopatoldgico.

Grupo control

Sujeto 1

Tincién HE (a) Tincién de Masson (b) Tincién de Pizzolato (c)

Sujeto 6

Tincion HE (d) Tincién de Masson (e) Tincién de Pizzolato (f)

Aqui puede observarse cortes histoldégicos de rifion de sujetos sanos del grupo
control. De igual manera puede observarse en las imagenes (a) y (d) uniformidad
celular y nucleos bien formados y normales, en las imagenes (b) y () no se observa
algun tipo de dafio o fibrosis glomerular y en las imagenes (c) y (f) no puede

observarse deposito de calcio alguno.

67




Grupo Inducido 1

Su

jeto 7

Tincion HE (a)

Tincion de Pizzolato (b)

jeto 8

Tincién HE (c)

Tincién de Pizzolato (d)

jeto 9

Tincién de Pizzolato (f)
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Grupo Inducido 1

Sujeto 10

Tincién HE (g)

Tincién de Masson (h) | Tincion de Pizzolato (i)

Sujeto 11

Tincién HE (j)

Tincion de Masson (k)

Sujeto 12

Tincién HE (m)

Tincién de Pizzolato (n)
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Grupo Inducido 2

Sujeto 13

Tincion HE (a)

Tincion de Pizzolato (b)
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