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INDICE DE ABREVIATURAS

CICUAL.: comité institucional para el cuidado de animales de laboratorio
ERC: enfermedad renal crénica

IRA: insuficiencia renal aguda

OUU: obstruccidn ureteral unilateral

ppmh: pacientes por millon de habitantes

RCOUU: rifidn contralateral sin obstruccion

ROUU: rifion con obstruccion



RESUMEN

Introduccién: Comprender los mecanismos que rigen la fibrosis renal es crucial debido
a que se trata de una via final comun para la mayoria de las formas de enfermedad renal
cronica (ERC), dentro de las mismas, la nefropatia obstructiva es una entidad muy
frecuente y su evolucion a insuficiencia renal aguda y a ERC implica la necesidad de
contar con modelos de estudio adecuados.

El modelo de obstruccion ureteral unilateral (OUU) en ratones demostrd ser Gtil para
estudiar la progresion de la nefropatia obstructiva hacia la fibrosis renal, sin embargo,
esta cirugia no ha sido llevada a cabo en el laboratorio de la UAI.

Objetivo general: Establecer un modelo experimental de fibrosis inducida por OUU en
ratones.

Material y métodos: Se utilizaron ratones hembra adultas de la linea C57BL/6J, las
cuales fueron sometidas a un procedimiento quirurgico durante el cual el uréter izquierdo
fue doblemente ligado con seda quirdrgica y luego cortado entre ambas ligaduras. Luego
de 2 semanas se evaluo el dafio renal: bioquimicamente, mediante la medicion de los
valores de urea en plasma utilizando kits comerciales (Wiener lab); e histolégicamente,
mediante la realizacion de secciones de tejido renal embebidos en parafina y su posterior
tincion con hematoxilina-eosina y con Picrosirius Red.

Resultados: Tres ratones completaron el procedimiento y todos presentaron cambios
macroscopicos, pudiendo evidenciarse hidronefrosis. ElI 100% de los rifiones
hidronefroticos presentaron cambios histologicos tales como dilatacion pielocalicial,
aplanamiento del urotelio, tubulos dilatados y fibrosis, en comparacion con los rifiones
contralaterales no obstruidos y con los rifiones del grupo sham.

Conclusion. En este trabajo se demostraron cambios morfoldgicos tanto macroscéopicos
y microscopicos en el rifion izquierdo cuyo uréter fue intervenido. El modelo de desarrollo
de fibrosis por OUU realizado en este estudio es factible, reproducible y de utilidad para

el estudio de patologias renales obstructivas.

Palabras clave: rifién, fibrosis, OUU, nefropatia obstructiva, modelo experimental



INTRODUCCION

La enfermedad renal cronica (ERC) es uno de los principales problemas de salud publica
a nivel mundial, con una prevalencia global del 9,1% (aproximadamente 697,5 millones
de casos), provocando 1,2 millones de muertes anuales. Segun los datos estadisticos entre
1997 y 2019, la prevalencia experimentd un aumento del 29,3 %, mientras que la
incidencia de didlisis y trasplante renal también se elevé en un 32,8% y un 21,6%,
respectivamente [1, 2]. Estas estimaciones ponen de manifiesto la necesidad de mejorar
la evolucién de los pacientes con ERC y la importancia de encontrar un tratamiento
especifico. El desarrollo de fibrosis renal es una de las caracteristicas mas importantes de
los cambios biolégicos y patolégicos en sujetos con ERC, dado que numerosos
mecanismos que conllevan a la acumulacion de matriz extracelular se exponen en esta
condicién [1-5]. La nefropatia obstructiva es una entidad clinica muy comun [6], que
puede tener consecuencias irreversibles a largo plazo: puede causar insuficiencia renal o
interferir con la maduracion renal [7]. Asimismo, la nefropatia obstructiva puede provocar
una insuficiencia renal aguda (IRA) o una ERC [8, 9]. La ERC implica la disminucion
progresiva de la funcion renal y la alteracion de la estructura renal que dura mas de tres
meses [10]. La ERC se caracteriza por la pérdida de células renales epiteliales y su
sustitucion por matriz extracelular, tanto en los glomérulos como en los tubulos y el
intersticio renal, proceso conocido como fibrosis [10].

El modelo animal de obstruccién ureteral unilateral (OUU) demostro ser Gtil para estudiar
la progresion de la nefropatia obstructiva hacia fibrosis renal definitiva [11]. En este
modelo, se han descrito varios eventos como dilatacion tubular, la muerte de células
epiteliales, la pérdida de masa tubular proximal, la infiltracion de leucocitos, el estrés
oxidativo y la induccion de la inflamacién, que conducen a glomeruloesclerosis y
finalmente a la fibrosis intersticial. Aunque este modelo tiene ciertas limitaciones y no
puede adaptarse a todos los tipos de ERC, el mismo sigue siendo muy utilizado dado que
es un procedimiento relativamente corto con alto grado de similitud al proceso obstructivo
en humanos [12].

Lo expuesto pone de manifiesto la necesidad de contar con modelos adecuados para el
estudio de la enfermedad renal. Al respecto, un amplio soporte bibliografico pone de
manifiesto la importancia de los modelos de OUU en animales de laboratorio,
especificamente en roedores [10, 12, 13-15]. Sin embargo, en el laboratorio de la UAI, la

cirugia obstructiva no ha sido realizada aun. Es por ello, que en el presente proyecto se



plantea poner a punto la realizacion de la cirugia obstructiva ureteral unilateral en ratones
de la linea C57BL/6J del bioterio de la Universidad Abierta Interamericana. Se propone
la siguiente hipdtesis: ratones hembra adultas de la linea C57BL/6J desarrollan fibrosis

luego de la cirugia obstructiva ureteral unilateral.

En este sentido. se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢cémo incide la
cirugia obstructiva ureteral unilateral en la fibrosis renal de ratones hembra adultas de
la linea C57BL/6J del Bioterio de la UAI - sede Rosario?



MARCO TEORICO

Los rifiones son drganos pares del sistema urinario que se encuentran situados
retroperitonealmente dentro de la cavidad abdominal, a ambos lados de la columna
vertebral. Se describe su forma como de poroto en la que su lado céncavo se sitla hacia
la linea media. El centro de esta parte cdncava se denomina hilio y es el lugar de entrada
y salida de vasos sanguineos, nervios y vasos linfaticos, ademas de la parte inicial del
sistema de transporte de orina, el uréter, todo lo que constituye la Ilamada pelvis renal
(Figura 1).

Cada rifion esta envuelto por una capsula de tejido conjuntivo fibroso, rodeada por tejido
adiposo, la grasa perirrenal y una envoltura de tejido conjuntivo llamada fascia renal, que
lo ancla a las estructuras adyacentes.

En un corte sagital pueden distinguirse dos zonas diferenciadas: una parte externa
denominada corteza y una parte interna denominada medula (Figura 1). De la corteza
surgen unas proyecciones que se introducen en la médula denominadas columnas de
Bertini y en ella se encuentra el 75% de las estructuras que constituyen las unidades

morfo-funcionales de los rifiones y que se denominan nefrones.
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Figura 1: Corte de un rifion humano. Principios de Anatomia y Fisiologia. Tortora-
Derrickson. 13a Ed (2006).



La médula renal estd compuesta por entre 8 y 18 piramides renales o pirdmides de
Malpighi ocupadas fundamentalmente por segmentos paralelos rectos de tabulos renales.
La porcion mas distal de estos tubulos, denominados conductos colectores mayores, va a
desembocar a los extremos de una papila perforandola y originando el area cribosa papilar
[16]. La papila de cada piramide protruye en una estructura a modo de copa, denominada
caliz menor. Un conjunto de calices menores se agrupa para formar un caliz mayor, a su
vez se une con otros calices mayores para desembocar, a modo de embudo, en la pelvis

renal. Desde la pelvis renal inician los uréteres.

Histologia renal

El nefron (o la nefrona) es la unidad morfo-funcional del rifidn y es el encargado de formar
la orina. Cada nefrén esta formado por dos componentes principales: el corpusculo renal
y el sistema tubular. El corpusculo renal esta constituido por una estructura esférica hueca
de doble pared epitelial llamada capsula de Bowman que en su interior alberga una red
de asas capilares denominada glomérulo. El sistema tubular esta formado por el tubulo
proximal (con una porcion contorneada y otra recta), el asa de Henle (con dos porciones,
descendente y ascendente), el tubulo distal (con sus porciones recta y contorneada) y los
tubulos colectores.

La morfologia exacta de los nefrones variara segun la posicién relativa del corpdsculo
dentro de la corteza, clasificAndose de esta manera como superficiales, intermedios y
yuxtamedulares, siendo el asa de Henle de éstos ultimos la que mas profundamente
penetra en la médula mientras que en los superficiales no existe porcion descendente

estrecha del asa de Henle [16]. (Figura 2).
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Figura 2. Estructura del nefrén y sus relaciones con las zonas del parénquima renal.
A) Nefrén yuxtamedular (izquierda) y nefron cortical (derecha). B) Componentes del
nefron y morfologia celular. Esquema extraido y modificado de Fisiologia. Linda
Constanzo. 4ta Ed (2011).

Enfermedad renal crénica (ERC)

La ERC es una enfermedad progresiva sin cura y con alta morbimortalidad que se presenta
comunmente en la poblacién adulta en general, especialmente en personas con diabetes e
hipertension, aunque existen otras poblaciones y causas. La ERC es considerada uno de
los principales problemas de salud publica a nivel mundial. Se define tipicamente como
una reduccion en la funcion renal, con una tasa de filtracién glomerular estimada de
menos de 60 mL/min por 1,73 m?; o marcadores de dafio renal, como albuminuria,
hematuria, o anomalias detectadas a través de pruebas bioquimicas de laboratorio o
imagenes y gque estén presentes durante al menos 3 meses [17].

Estructuralmente, la ERC se caracteriza por la pérdida de células renales epiteliales y su
sustitucion por matriz extracelular tanto en los glomérulos como en los tubulos vy el
intersticio renal [18].

Como se dijo anteriormente, la ERC tiene una prevalencia global del 9,1%

(aproximadamente 697,5 millones de casos), provocando 1,2 millones de muertes
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anuales. Se estima que para el afio 2040, la ERC se convertird en la quinta causa de muerte
a nivel mundial [17]. SegUn datos estadisticos entre 1997 y 2017, la prevalencia
experiment6 un aumento del 29,3 %, mientras que la incidencia de dialisis y trasplante
renal también se elevo en un 32,8% y un 21,6%, respectivamente [1,2]. En Argentina, se
desconoce la prevalencia cierta de ERC debido a la ausencia de una investigacion
epidemioldgica en escala. Sin embargo, los datos de relevamientos indirectos la
encuadran en valores que van desde un 4,8% a un 17% segun el contexto [19], alcanzando
a 1 de cada 3 personas que refieran algun tipo de comorbilidad [20, 21]. Segun datos del
INCUCAI, 2017, en Argentina existen unos 664 pacientes por millon de habitantes
(ppmh) en diélisis, con una incidencia anual proyectada a 2017 de 138 ppmh, con
diferencias entre provincias y regiones sanitarias. Estas estimaciones ponen de manifiesto
la necesidad de mejorar la evolucion de los pacientes con ERC y la importancia de
encontrar un tratamiento especifico [22].

La etiologia de la ERC varia considerablemente segun la region, la raza y la edad [23,
24]. Entre las numerosas causas de ERC se encuentran la diabetes, la hipertension, la
glomerulonefritis, las enfermedades renales quisticas y obstructivas, el reflujo
vesicoureteral, la nefritis intersticial y la infeccion renal recurrente [2, 17]. Todas ellas,
inducen inflamacion, estrés oxidativo, dafio microvascular y trastornos metabdlicos, entre
otros trastornos que dafian el tejido renal con la consecuente pérdida progresiva de la
funcion [25-30].

Se ha informado que la ERC induce maltiples complicaciones que incluyen edemas,
anemia, trastornos en el equilibrio electrolitico y enfermedad cardiovascular, dafio
nervioso, 6seo y muscular y disminucion de la respuesta inmunitaria, todo lo cual conduce

a una reduccion de la calidad de vida e incluso a la muerte [31].

Fibrosis renal

La fibrosis renal es el sello distintivo en la progresion de la ERC; sin embargo, en la
actualidad no existen terapias antifibroticas exitosas [32]. Aunque el depésito de colageno
es una parte indispensable y, por lo general, reversible de la cicatrizacion, la reparacion
tisular normal puede evolucionar hacia una respuesta fibrética progresivamente
irreversible si la lesidn tisular es grave o repetitiva, o si la respuesta de cicatrizacion en si
se desregula. La fibrosis se define por la acumulacién excesiva de tejido conjuntivo
fibroso dentro y alrededor del tejido inflamado o dafiado, lo que puede provocar cicatrices

permanentes, mal funcionamiento de los érganos y, en ultima instancia, la muerte [33].
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Existe un vinculo fisiopatologico entre los procesos inflamatorios y fibroticos
relacionados con la morbimortalidad en la falla renal. Los hallazgos anatomopatoldgicos
de la fibrosis renal se caracterizan por glomeruloesclerosis, fibrosis tubulointersticial,
infiltracién inflamatoria, y la pérdida de parénquima renal caracterizado por atrofia
tubular, pérdida capilar y agotamiento podocitario [34]. Por ello, la fibrosis renal es
considerada un sello distintivo relacionado con la progresion de la ERC [35]. Por lo
expuesto, se concluye que indefectiblemente la presencia de fibrosis conllevara a la etapa
final de la ERC; por lo que, en este estadio se requiere de terapias de reemplazo como el
trasplante renal y/o la didlisis, por lo cual se genera una gran carga financiera para el
paciente y para la sociedad en términos de recursos médicos publicos [36].

Nefropatia obstructiva

La nefropatia obstructiva es también un problema de salud muy importante en el mundo,
que se puede catalogar como una lesion secundaria a la IRA. Es un evento frecuente que
puede explicarse en alrededor del 10% de todos los casos de IRA [37] y en un 22% de
sujetos de edad avanzada [38]. Se ha establecido que la nefropatia obstructiva esta
relacionada con la progresion hacia la ERC. Un trastorno obstructivo muy comun se
observa cuando se presentan calculos renales. Los pacientes con este tipo de obstruccion
presentan un 68% de probabilidades de desarrollar una ERC [39]. Un gran estudio de
cohorte histérica, basado en la poblacion realizado por Hippisley-Cox et al. demostro que
las mujeres que formaban calculos renales tenian un 27% mas de riesgo de desarrollar
ERC moderada o grave [40]. Por otra parte, Stankus et al. demostraron que la prevalencia
de célculos renales antes de la etapa terminal de la enfermedad renal en pacientes
afroamericanos en hemodialisis, es significativamente mas alta que la prevalencia de
calculos renales en personas afroamericanas sanas [41]. Por lo tanto, a modo de resumen
y basados en el extenso aporte bibliografico al respecto, se concluye que la nefropatia
obstructiva es una entidad clinica muy coman [7], que, dependiendo del tipo y el tiempo
de obstruccion, puede provocar una IRA o incluso una ERC [8, 42], con las consecuencias

irreversibles a largo plazo ya descritas.

Modelo de OUU
Se contempla que la progresion de la ERC es irreversible y conduce a insuficiencia renal
caracterizada por fibrosis renal generalizada [43]. Desde una perspectiva simplista, la

fibrosis se trata del resultado de la acumulacion excesiva de matriz extracelular y su
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patogénesis representa un proceso fallido de reparacion en el tejido renal después de una
lesion cronica sostenida [44].

La ablacion renal quirdrgica en animales se ha utilizado durante mas de 50 afios para
modelar los trastornos renales progresivos, siendo el glomérulo el foco de investigacion
durante muchos afios, posteriormente se ha avanzado en el estudio de las lesiones
tubulares e intersticiales, en concreto, durante la década de 1970, se descubri6 que la OUU
en conejos provocaba la expansion de fibroblastos intersticiales renales y posterior
transformacion en miofibroblastos [7, 45].

Los modelos animales de OUU han sido ampliados y mejorados desde entonces para
comprender la patogenia de la nefropatia obstructiva y los factores que contribuyen a la
fibrosis renal progresiva. Si bien los primeros estudios sobre los efectos renales de la
OUU se realizaron en conejos y perros, la mayoria de las investigaciones actuales se
realizan en ratas y ratones [7, 46].

El modelo se ha utilizado para investigar una variedad de aspectos de la inflamacién y la
cicatrizacion renal, como la patogenia de la enfermedad y la prueba de posibles terapias
antiinflamatorias o antifibroticas [47].
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OBJETIVOS

Objetivo general:
-Establecer un modelo experimental de fibrosis inducida por obstruccion ureteral

unilateral (OUU) en ratones.

Obijetivos especificos:
-Verificar el establecimiento de fibrosis por OUU en ratones C57BL/6J.
-Determinar histolégicamente el dafio renal producido por la OUU en ratones.

-Determinar bioquimicamente el dafio renal producido por la OUU en ratones.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio

Se realizd un estudio de tipo cuantitativo, analitico, experimental y prospectivo, el cual
tuvo una duracion de 3 meses. El periodo de estudio fue desde agosto hasta octubre del
afio 2023.

Ambito

Se llevé a cabo en el Bioterio de la UAI, ubicado en calle Presidente Roca N° 1642,
Rosario, Santa Fe, Argentina. Cabe destacar que esta es una universidad privada, laica,
autonoma, plural y sin fines de lucro de Argentina. La cual integra la red de instituciones
Vanguardia Educativa "VANEDUC", entidades no confesionales dedicadas a la docencia

e investigacion educativa desde 1942.

Poblacion

La poblacion de estudio fue conformada por animales, se utilizé un total de 6 ratones
C57BL/6J de 6 a 8 semanas de edad, presentes en el bioterio de la UAL.

Criterios de inclusion

-Ratones hembra adultas de la linea C57BL/6J de 6 a 8 semanas de edad.

Criterios de exclusion

-Ratones C57BL/6J no sanos o con compromiso aparente del bienestar.

Muestreo y tamafio muestral
El muestreo fue no probabilistico por conveniencia. La muestra quedo conformada por

aquellos ratones que reunian los criterios de inclusion especificados para este estudio.

Procedimiento

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron ratones hembra adultas de las cepas
C57BL/6J. Se mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y se alimentaron
con comida regular para ratones.

Los animales fueron separados al azar en dos grupos: sham y OUU. Los animales sham
fueron sometidos a cirugias simuladas (sham: término universal, que proviene del inglés,

que indica intervencion simulada). EIl procedimiento quirdrgico de la OUU se realiz6 de
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acuerdo a Chevalier et al. [7]. Los ratones fueron anestesiados con una mezcla de
ketamina, xilacina y solucion fisiologica (100 mg/3 mg/kg peso corporal), a través de una
inyeccion intraperitoneal. Una vez constatado que los animales estaban profundamente
anestesiados (testeo de reflejo podal), se dio comienzo al procedimiento quirargico. Los
mismos fueron afeitados en el lado izquierdo del abdomen, y se realizd una primera
incision vertical a través de la piel con un bisturi y una segunda incision a través del
peritoneo para exponer el rifion. Quince mm por debajo de la pelvis renal, el uréter
izquierdo fue doblemente ligado con seda quirtrgica y luego se cortdé entre ambas
ligaduras. Posteriormente, el rifidn ligado se recolocd suavemente en su posicién
anatémica correcta y se esteriliz6 toda la zona. Se mantuvo especial cuidado en la pérdida
de fluido corporal, aportando solucion fisiolégica de ser necesario mediante
cateterizacion de la vena femoral o mediante lavados intraperitoneales. Finalmente, las
incisiones se suturaron y los ratones fueron enjaulados individualmente hasta el fin de los
estudios. En este modelo de obstruccion, bajo una dieta normal, el flujo sanguineo renal
y la tasa de filtracion glomerular se reducen significativamente dentro de las 24 h y, la
inflamacion intersticial, la dilatacion tubular, la atrofia y la fibrosis son evidentes después
de 7 dias. El rifion obstruido alcanza su maxima disfuncion alrededor de los 15 dias
después del procedimiento, periodo en el cual los animales no manifiestan signos de
sufrimiento evidente alguno (presumiblemente debido a fendmenos compensatorios por
parte del rifion sano). Luego de transcurridas 2 semanas desde las cirugias, los ratones
fueron anestesiados nuevamente con ketamina/xilacina (100 mg/3 mg/kg peso corporal)
y se les indujo la muerte por extraccion total de sangre mediante puncion cardiaca, con la
cual se obtuvo suero por decantacion seguida de centrifugacion a 3500 rpm durante 10
min. Luego de la exanguinacion, se recogio el rifion izquierdo (obstruido) y derecho
(control) de cada animal y se proceso de acuerdo a cada determinacion experimental a
realizar.

Caracterizacion del dafio: se midieron parametros bioguimicos de la funcion renal y se
realizaron andlisis histologicos. La funcion renal animal se determind analizando los
valores de urea en suero utilizando Kkits comerciales (Wiener lab), y respetando las
instrucciones del fabricante. Los analisis histoldgicos, se realizaron en secciones de tejido
renal embebidos en parafina. Para evaluar la severidad de la injuria tubular, y de la fibrosis
tubulointersticial, se realizaron tinciones de cortes de tejido renal con hematoxilina-eosina

(H-E) y con Picrosirius Red, respectivamente.
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Definiciones
Raton C57BL/6J: cepa de ratdn de laboratorio genéticamente modificada respecto de un

animal salvaje muy utilizada como modelo de enfermedades humanas.

Variables
-Valores de urea en plasma: variable cuantitativa continua.

Operacionalizacion: mg/dL.

-Daro en secciones de tejido renal embebido en parafina: variable cualitativa nominal
dicotomica.
Operacionalizacion: Si-No.

-Cambios morfoldgicos macroscopicos después de la intervencion: variable cualitativa
nominal dicotomica.

Operacionalizacion: Si- No

Anélisis estadisticos

En cada caso se aplicaron los estudios estadisticos adecuados. Cada grupo de animales
contd con un n igual o mayor a 3. Los resultados se expresaron como valor de la media +
SE. Dado que solamente se realizo la comparacion de los valores de urea en suero, la
significancia de las diferencias halladas se puso a prueba mediante un t test de datos no

apareados seguido de la correccion de Welch.

Consideraciones éticas
Todas las pruebas planteadas estan aprobadas por el comité institucional para el cuidado
de animales de laboratorio (CICUAL).

15



RESULTADOS

Consideraciones generales

Durante el periodo de tiempo comprendido entre los meses de agosto y octubre, se llevo
a cabo en el Bioterio de la UAI el procedimiento quirtrgico a 6 ratones.

La edad promedio de los animales fue de 8 semanas y el peso promedio fue de 22,5 g.
Durante el experimento, el consumo de alimento fue similar entre los grupos estudiados
y no se observaron signos de deshidratacion.

La eutanasia de los ratones fue realizada luego de transcurridas 2 semanas desde la
intervencion.

Para una mejor organizacion, los ratones estudiados fueron divididos en dos grupos: sham
(cirugia simulada) y OUU, dentro de estos ultimos se halla el riidn con obstruccion
ureteral unilateral (ROUU) vy el rifion contralateral sin obstruccion ureteral unilateral

(RCOUU) el cual se utilizé como control interno de los animales con cirugia.

Analisis macroscopico

Los rifiones de los animales pertenecientes al grupo Sham se mostraron tal como se
esperaba respecto a la bibliografia, conservando sus tamafos y formas normales (Figura
3a).

La figura 3b muestra ambos rifiones pertenecientes a los animales del grupo OUU. Como
se observa, el RCOUU conserva su tamafio, forma y color, similar a los rifiones del grupo
sham. Sin embargo, el ROUU, muestra un cambio notorio respecto al RCOUU: se vuelve
maés palido y tenso a la palpacién (Figura 3c). Se observé que el ROUU presenta una
dilatacion creciente del uréter proximal a la obstruccion y la pelvis renal. Asimismo, este
rifidn incrementd su diametro longitudinal y transversal. Se evidencié pérdida de la
estructura anatomica normal cuando se realiza un corte sagital (Figura 3d). Este cambio

morfoldgico es compatible con hidronefrosis.
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Figura 3. Imégenes representativas del aspecto macroscopico del aparato urinario
de los animales de cada grupo. a-Morfologia conservada de los rifiones del grupo sham.
b-El ROUU presenta un tamafio considerablemente mayor que su control interno, el
RCOUU. c¢c-ROUU visiblemente méas palido y tenso luego de dos semanas de la
intervencion. d-Corte sagital en ROUU, evidencia hidronefrosis.

Analisis histologico

Los resultados histologicos de ambos grupos demuestran cambios que se corresponden
con el procedimiento que se llevd a cabo en cada uno. Se describen a continuacion en
primer lugar las secciones histologicas tefiidas con H-E.

Como era de esperar, en los ratones sham se observo una histoarquitectura renal normal,
con corteza, médula y papila conservadas. Los glomérulos se mostraron rodeados por
tubulos con luz discernible y evidente (Figura 4 y 5a). Del mismo modo, estas
observaciones se evidenciaron en el RCOUU de los animales sometidos a la cirugia
obstructiva (Figura 4 y 5b).

En los ROUU se destacé la presencia de hidronefrosis acompariada de ablacion de la
médula renal externa con atrofia tubular medular cortical asociada. En la corteza se
observaron tabulos proximales dilatados, expansion intersticial y engrosamiento de la
membrana basal de tbulos y glomérulos (Figura 4 y 5¢). Aparentemente, se observaria
un infiltrado inflamatorio, pero para confirmarlo, se requieren de otros estudios que, por
razones de tiempo no pudieron concretarse.

Otra caracteristica del grupo ROUU, y ya descripta por otros investigadores [48], es que
los corpusculos renales parecen presentarse con un tamafio menor al de los RCOUU vy al

de animales sham.
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Figura 4. Imagenes representativas de secciones de tejido renal tefiidas con H-E en
ratones de ambos grupos experimentales (aumento 40x). a y b-Histologia normal de
rifiones del grupo sham y RCOUU. c-ROUU con cambios compatibles con hidronefrosis:
adelgazamiento de la corteza renal, escasas unidades glomerulares, atrofia del

parénquima renal.

Figura 5. Iméagenes representativas de secciones de tejido renal tefiidas con H-E

(aumento 100x) en ratones sham, RCOUU y ROUU. ay b-Se conserva la arquitectura
glomerular y tubular en los rifiones de los ratones sham y RCOUU. c-Pérdida del
parénquima renal normal en ROUU, con dilatacion tubular (Flecha negra) y posible

infiltrado inflamatorio (flecha bordo).
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Por otro lado, al analizar las tinciones de colageno, fue posible observar que tanto los
rifiones del grupo de ratones sham como el RCOUU no mostraron cambios significativos
en la distribucion de fibras colagenas (Figura 6a y b). En los ROUU se encontrd un
aumento en la deposicion de colageno en el intersticio tubular renal (Figura 6c). Los

ROUU reflejan la presencia de cambios patolégicos de fibrosis.

Figura 6. Imagenes representativas de la deposicién de colageno en el rifién de
ratones sham (a), RCOUU (b) y ROUU (c), con tincién Picrosirius Red (200x). Las
fibras de colageno tefiidas se evidencian de color rojo (flechas), junto con los tubulos
dilatados (*).
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Anélisis de los parametros bioquimicos
La determinacién de los niveles séricos de urea no revel6 cambios estadisticamente

significativos entre los grupos estudiados (Figura 5).

Urea
80-

60+

(mg/dL)
5

Concentracion de urea

Sham ouvu

Figura 5. Niveles séricos de urea en los grupos estudiados (mg/dL). Cada barra muestra

la mediat error estandar (n=3 ratones por grupo).

20



DISCUSION

La nefropatia obstructiva es una condicién clinica aguda que pertenece al campo de la
nefrologia y la urologia y requiere un diagndstico y tratamiento oportunos.
Epidemioldgicamente, representa el 10% de las causas de lesiones renales agudas y el 4%
de las causas de lesiones renales cronicas en etapa terminal [49]. En general, las
principales etiologias de la nefropatia obstructiva varian con la edad del paciente: las
anomalias anatémicas, como obstrucciones de la unién ureterovesical, valvulas uretrales
posteriores, estenosis y vejiga neuropatica, son mas frecuentes en los nifios; mientras que
las condiciones adquiridas, tales como obstruccién de la prdstata, tumores, nefrolitiasis,
y fibrosis retroperitoneal, prevalecen en los adultos [49, 50].

Se sabe que los cambios en el flujo sanguineo renal, la tasa de filtracion glomerular y la
funcion tubular son alteraciones inmediatas después de una obstruccion ureteral, segin
los estudios realizados en una variedad de modelos experimentales de nefropatia
obstructiva. La gravedad de estos cambios depende en gran medida del grado de
obstruccion (parcial o completa), la proximidad al rifidon y la duracién de la obstruccion.
En general, y como era de esperar, cuanto mas completa es la obstruccién, cuanto mas
cerca esta el rifndn y cuanto mas tiempo dura la afeccion, mas severos y menos reversibles
se vuelven los cambios en la funcién renal. La destruccion de los nefrones se provoca por
la presion hidrostatica intratubular y la isquemia secundaria, y estos eventos se amplifican
posteriormente por procesos celulares que se pueden dividir en tres categorias: fibrosis
intersticial, muerte celular o apoptosis e inflamacién tubulointersticial [51]. Las
principales anomalias en la funcién tubular que se desarrollan como consecuencia de la
lesion de las células tubulares son el deterioro en la reabsorcién de agua y solutos, y la
capacidad reducida para concentrar y acidificar la orina. La mayoria de estas anomalias
son especialmente evidentes en el periodo postobstructivo y pueden persistir como
defectos permanentes, dependiendo de la severidad del cuadro [52].

El comienzo de la nefropatia obstructiva puede ser agudo o insidioso, parcial o completo,
unilateral o bilateral, en cualquier nivel de las vias urinarias y puede deberse a lesiones
intrinsecas o extrinsecas que compriman el uréter. La obstruccién desencadena una
reaccion inflamatoria intersticial que culmina en fibrosis intersticial [53]. La fibrosis renal
es el resultado de la mayoria de los trastornos renales, glomerulares o intersticiales,
congénitos o adquiridos, por lo tanto, es de vital importancia conocer los factores

subyacentes que pueden prevenir o revertir estos cambios [7].
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El objetivo principal de este trabajo final fue la puesta a punto de un modelo de
obstruccién renal, la OUU, seguida del estudio de las posibles alteraciones de la funcion
renal basica en procesos de nefropatia obstructiva que conllevan la aparicién de fibrosis
renal y que, finalmente, desembocan en insuficiencia renal [44, 54].

Para reproducir una uropatia obstructiva similar a la que sucede en el humano, se
utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 a los que se someti6é a una ligadura unilateral de
uréter, modelo ampliamente descrito en la literatura [13, 15, 55] y que se suele utilizar
para analizar los fendmenos fisiopatoldgicos que acaecen en procesos de insuficiencia
renal cronica que cursan con fibrosis renal. Sin embargo, este modelo, no es realizado en
la UAI ni en los centros de investigacion de la regién, con lo cual, esta limitado el estudio
de las patologias renales en modelos experimentales de obstruccion animal. La
importancia del modelo de obstruccion ureteral por ligadura del uréter radica en que es
considerado un buen modelo experimental para inducir dafio renal caracterizado por
lesion de las células tubulares, inflamacion intersticial y fibrosis [7, 13, 46, 56]. El
procedimiento de la ligadura causa la obstruccion completa del uréter de forma aguda y
tiene como ventaja que las lesiones evolucionan de manera altamente reproducible,
reflejando de forma acelerada la secuencia de acontecimientos patogénicos de la
nefropatia obstructiva. Dependiendo del tiempo de la ligadura clinicamente, la OUU se
caracteriza por una uremia ligera y transitoria y la ausencia de hipertension.
Histologicamente se define por un aumento de infiltrado intersticial de células,
fundamentalmente macrofagos, seguidos en nimero por linfocitos T, aunque también
pueden encontrarse neutrofilos ya desde el dia 1 tras la obstruccion. Al mismo tiempo, se
produce una proliferacion de células intersticiales y dilatacion tubular durante los
primeros dias después de la obstruccion ureteral [46, 49, 56]. Entre los dias 4-10 ya es
constatable la proliferacion de miofibroblastos, apoptosis tubular y comienzo de la atrofia,
iniciandose un exceso de deposicion de matriz extracelular.

En resumen, el modelo de OUU demostr6 ser Gtil para estudiar la progresion de la
nefropatia obstructiva hacia fibrosis renal definitiva [11], y teniendo en cuenta que no
existen tratamientos antifibroticos exitosos [32], se planted la necesidad de contar con
modelos de estudio adecuados; motivo por el cual fue llevada a cabo esta investigacion.

Tal como se esperaba, la cirugia simulada no representd ningun problema para los
animales, dado que los mismo fueron sometidos a apertura, seguida de sutura de la pared
abdominal. Llamativamente, luego de transcurridas dos semanas del procedimiento, no

se observaron cambios a simple vista en los RCOUU, lo cual contrastaba con los rifiones
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de los ratones del grupo OUU, que demostraron cambios macroscopicos evidentes,
compatibles con hidronefrosis, presentaron aumento del didmetro, diferencias en la
palpacion y en su coloracion, y al corte sagital se evidencid pérdida de gran cantidad de
liquido, seguida de un claro vaciamiento, con visible pérdida de la arquitectura anatomica
normal.

Similarmente, tal como era de esperarse, los rifiones del grupo sham no manifestaron
signos patoldgicos de ningn tipo al analisis microscopico. Interesantemente, los
RCOUU, tampoco mostraron signos microscépicos patologicos, evidenciando
conservacion arquitectonica bien delimitada entre corteza y médula, asi como glomérulos
y thbulos renales dentro de los pardmetros normales.

En el caso de los ROUU, la dilatacion de los tubulos fue practicamente uniforme, con una
atrofia importante del parénquima y adelgazamiento de la corteza.

Si bien los resultados de la medicion de urea no fueron significativos, es posible atribuir
esto a la compensacion por parte del rifion contralateral no obstruido.

En este trabajo, el tiempo de evolucion de los rifiones tras la ligadura ha sido de 15 dias
ya que, si bien la fibrosis empieza a ser apreciable a partir del dia 8, es a partir del dia 15
el tiempo estimado en el que son plenamente verificables las alteraciones descritas para
este modelo con clara acumulacién de matriz extracelular, extensa atrofia tubular y
afluencia de células inflamatorias, especialmente macrdofagos [46, 49, 56]. Si el proceso
se mantiene la fibrosis evoluciona y, con el tiempo, el rifion se ve abocado a un colapso
cronico.

Tras la obstruccion ureteral se produce un estancamiento de la orina que conduce
l6gicamente al proceso de hidronefrosis, que provoca en primer lugar la compresion
mecanica de la médula y de la corteza renal, provocando la desaparicion casi completa de
papilas y de la mayor parte de la médula. Los componentes de la corteza estdn mas
conservados, aunque también se observan comprimidos [49]. Como se comentd en los
resultados, estos fendmenos quedaron confirmados en este estudio al examinar los
preparados tefiidos con hematoxilina-eosina.

Por lo anteriormente mencionado, es posible confirmar que el modelo OUU permitio el
estudio de la lesion tubular, el depdsito de colageno y el desarrollo de fibrosis, teniendo
la ventaja de permitir la variacion en la gravedad, momento y duracion de la obstruccion.
Sin embargo, como menciona Chevalier et al., [7] utilizar la OUU presenta beneficios
como los detallados y tales como la ausencia de toxinas exdgenas, la falta de un ambiente

urémico y la disponibilidad del rifion contralateral desobstruido como control, no
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obstante, el uso del mismo no tiene en cuenta sus cambios compensatorios funcionales ni
metabdlicos en respuesta a la OUU.

Los resultados abren una puerta para una mejor comprension de los multiples mecanismos
que tienen lugar durante la nefropatia obstructiva, como primer paso necesario para la
posterior consideracion de diferentes vias que culminan en una fibrosis generalizada y
ERC.
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LIMITACIONES

Para llevar adelante el estudio, en primera instancia, se debié poner a punto el modelo
experimental de fibrosis inducida por OUU, ya que dicho procedimiento no habia sido
realizado previamente en el bioterio de la UAI ni en entidades de investigacion regionales
Debido a que la poblacion estipulada debia tener una edad de 6 a 8 semanas y no se
contaba con un numero suficiente de machos de dicha edad, estos fueron reemplazados
por hembras.

Si bien en una primera instancia se planted que la anestesia se llevaria a cabo mediante el
uso de isoflurano, esto no fue posible. Fue realizada, en cambio, con una preparacion de
ketamina, xilacina y solucién fisiolégica. Queda pendiente el uso del anestésico
inhalatorio recomendado para futuros estudios de OUU.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se demostraron cambios morfologicos macroscopicos en el rifion
izquierdo cuyo uréter fue intervenido, dichas variaciones se correlacionan en forma
directa con los resultados histologicos. EI modelo de desarrollo de fibrosis por OUU
realizado en este estudio es factible y reproducible y puede ser de utilidad para el estudio
de patologias renales obstructivas.

A pesar de que se necesitan estudios adicionales para comprender completamente los
mecanismos implicados en el proceso de fibrosis, este trabajo proporciona evidencias de

que el objetivo propuesto en una primera instancia fue alcanzado.
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ANEXOS

ANEXO I- CARTATUTOR

Rosario, 20 de octubre de 2023

Dr. Jorge Guillermo Kilstein

Director de la Carrera de Medicina Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud
Universidad Abierta Interamericana

Sede Rosario

De mi mayor consideracion

Por medio de la presente me dirijo a usted con la finalidad de dar a conocer que la Dra.
Marina C. Vera acepta ser tutora de mi trabajo final de carrera titulado “Desarrollo de un
modelo experimental de fibrosis inducida por obstruccion ureteral unilateral (OUU)”, y

se compromete a guiarme y acompafiarme en el proceso.
Sin otro particular, lo saludo atentamente.

Acepto.-

Dra. Marina C. Vera Camila Escobar
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un modelo experimental de fibrosis inducida por obstruccion ureteral unilateral (OUU)”,
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Sin otro particular, lo saludo atentamente.
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Ariel D. Quiroga Camila Escobar
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Rosario, 20 de octubre de 2023

Atte.: A quien corresponda
S/D

Por la presente se autorizaa CAMILA ESCOBAR DNI:
37.970.459 a llevar a cabo su Trabajo Final de la Carrera de Medicina, Facultad de
Medicina y Ciencias de Salud de la Universidad Abierta Interamericana titulado
“Desarrollo de un modelo experimental de fibrosis inducida por obstruccion ureteral
unilateral (OUU) ", en el Bioterio de dicha Universidad bajo la supervision y tutoria de
la investigadora Dra. Marina Vera y el responsable del mismo Dr. Ariel Quiroga.

Sin otro particular, saluda atentamente
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