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RESUMEN (en espaiiol)

Introduccion

En individuos con funcién renal normal, los niveles séricos de fosforo (P) y calcio (Ca)
son mantenidos en rangos normales gracias a la interaccién de un complejo sistema
hormonal que involucra el intestino, el rifion y el hueso. En la enfermedad renal cronica
(ERC) la incapacidad para mantener el balance de esta interaccion resulta en
enfermedad mineral y 6sea asociada a ERC o CKD-MBD por sus siglas en inglés
(chronic kidney disease-mineral bone disorder. La CKD-MBD incluye trastornos del Ca
y P séricos, hiperparatiroidismo secundario (HPTs), alteraciones dseas y calcificacion
de tejidos blandos. Esta ultima es la causa de hasta el 50% de las muertes por
enfermedad cardiovascular (ECV) en pacientes en hemodidlisis (2) resultando en la
primera causa de mortalidad en ERC estadio 5 (1). La ECV es la segunda causa de
muerte y una de las principales contribuyentes a la disminucion de la esperanza de vida
en nifios con ERC(75). A pesar de la etiologia multifactorial de la ECV, se ha resaltado
el papel patogénico de la administracion de dosis altas de calcitriol o 1,25 (OH)2
vitamina D3 y al uso de captores de P basados en sales de Ca para el control del HPTs
[3]. En un medio urémico, tanto la hiperfosforemia propia de la ERC como la
hipercalcemia favorecida por el f{ratamiento, actGan sinérgicamente induciendo
proliferacion y transformacion de las células del musculo liso vascular hacia un fenotipo
osteoblastico (2,4 y 5).

La activacion selectiva del receptor de la vitamina D (VDR), busca frenar el HPTs
minimizando el efecto hipercalcémico e hiperfosforémico de los activadores no
selectivos como el calcitriol, aumentando la ventana terapéutica en pacientes con riesgo
de ECV. El paricalcitol, es un activador selectivo del VDR que ha demostrado disminuir
la transformacion de las células del musculo liso vascular. Estos efectos estin
fundamentados en una menor afinidad por la proteina circulante unida a la vitamina D
(VDBP) lo que hace que se depure mas facilmente y en la conformacion espacial de la
molécula que se traduce en efectos selectivos en la transcripcion del ADN con una
accion terapéutica mas especifica. Un efecto pleitropico conferido del tratamiento con
vitamina D es la reduccion en la lesion podocitaria observada en algunas
glomerulopatias con disminucién de la proteinuria y menos glomeruloesclerosis.




Justificaciéon. En este trabajo se plantea la premisa de que el paricalcitol disminuira los
niveles circulantes de hormona paratiroidea (PTH) con un menor impacto sobre los
niveles de Ca y P séricos que el calcitriol. Este menor efecto hipercalcémico e
hiperfosforémico disminuira el riesgo de calcificacion en tejidos blandos y en el
endotelio vascular, al tiempo que el control del HPTs mejorara la mineralizacion 6sea y
el remodelado del hueso y, por ende, en individuos jovenes el crecimiento corporal.
Adicionalmente, y debido a su probable efecto regenerador sobre las lesiones
glomérulo-tubulares, el tratamiento con paricalcitol favorecera wuna accién
renoprotectora.

Objetivos. Conocer los efectos de la administracion de paricalcitol en un modelo de rata
joven con marcado HPTs inducido por fallo renal crénico y dieta alta en P. Los
objetivos especificos incluyen: Conocer los efectos del paricalcitol sobre el valor sérico
de PTH y el metabolismo mineral, sobre el dafio renal mediante la determinacién de la
proteinuria, depuracién de creatinina e histologia renal, la calcificacion en tejidos
blandos mediante la cuantificacién por microCT de depositos de calcio en aorta, el
crecimiento corporal, al estructura metabolismo de los huesos largos y finalmente
comparar los efectos anteriores con los obtenidos tras la administracion de calcitriol.
Materiales y Métodos. Se utiliz6 un protocolo animal con ratas Sprague-Dawley
hembras que durante 32 dias recibieron pienso estandar (0,6% de P y 0,7% de Ca) y
agua suplementada con P a una concentracién de 0,25%. Diez dias después de una
nefrectomia quirdrgica 5/6, se obtuvo una muestra de sangre para andlisis
bioquimico/hormonal y se inici6 administracion de medicamento o vehiculo por sonda
gastrica tres veces por semana hasta el final del experimento. Las ratas se clasificaron
en tres grupos homogéneos: Nx: Fallo renal cronico inducido por nefrectomia 5/6 +
vehiculo (Suero Salino al 0,9% 0,2 ml) (n=8), NxP: Fallo renal crénico inducido por
nefrectomia 5/6 + paricalcitol (1 pg) (n=7), NxC: Fallo renal crénico inducido por
nefrectomia 5/6 + calcitriol (0,25 pg) (n=8). El dia 30 se recogieron muestras de orina y
heces en jaulas metabolicas. Tras el sacrificio se obtuvieron muestras de sangre, tibias,
aorta y el remanente quirtrgico del rifién izquierdo. Las variables analizadas
incluyeron ganancia de peso, longitud, eficacia de la alimentacién, bioquimica en
sangre, orina y heces (nitrogeno ureico, creatinina, calcio y fosforo), PTH,
hematoxilina-eosina (HxE), &cido peryédico de Schiff (PAS) contrastado con
hematoxilina y Von-Kossa (VK) contrastado con HXE en tejido renal, microescaner de
tejido adrtico, microescaner de tibias, e histologia ésea para analisis de la
mineralizacion con tincibn de Von Kossa y La actividad de los
osteoclastos/condroclastos mediante la actividad enzimatica de la fosfatasa acida
resistente al tartrato (TRAP) con posterior cuantificacion con el software Osteo®.
Resultados. La validacion del modelo experimental se baso en la disminucion de los
niveles de PTH en los dos grupos tratados. Hubo diferencias entre los grupos Nx y NxC
(7854 £ 841 vs. 3373 + 741, p<0,05) aunque no sucedi6 lo mismo con el grupo tratado
con paricalcitol aunque si mostré una reduccion (4871 + 1163). Respecto al Ca, P y
producto CaxP no hubo diferencias significativas entre los grupos tratados y el control.
En el balance de calcio hubo una mayor excrecion urinaria de calcio en ambos grupos
tratados pero significativa en NxP frente a Nx (3,8 + 0,4 vs. 2,1 + 0,2, p<0,01). En
relacion con el P, el grupo tratado con calcitriol tuvo menor excrecion urinaria (p 0,013)
NxC. La absorcion neta de P y el balance de este elemento fue menor en el grupo NxP,
asi como la reabsorcién tubular de fosfatos fue menor en NxC. La ingesta acumulada
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fueron menor en NxP frente al grupo Nx. La eficacia en la alimentacioén fue menor en el
grupo NxC. No hubo diferencias en la ganancia de peso ni en el incremento en longitud
hocico-cola. Respecto a la proteinuria, los tres grupos presentaron proteinuria masiva
mientras que la depuracion de creatinina en el grupo NxC fue mayor comparada con los
otros dos grupos (19.0£1.6 vs. 0.9+16,2 vs. 27,5£2.8, p< 0.05). La valoracién
histolégica renal mostré alteraciones de ERC de estadio avanzado sin diferencias
estadisticas, entre los grupos. En la tincion con VK para calcificacion renal revel6 la
presencia de areas calcificadas en de predominio tubulointersticial en el grupo NxP. La
calcificacion adrtica por microCT mostré un mayor porcentaje de calcificaciones en el
grupo NxP que en los otros grupos (0,51+ 0,18 vs. 16,50+ 6,67 vs. 10,95+ 6,74 p<0,05).
En el andlisis de resorcién d6sea por de TRAP, la espongiosa primaria mostré un
aumento en el niimero de osteoclastos activos en relacion al volumen 6seo en el caso de
los grupos Nx y NxP. El tratamiento con calcitriol no modificé este indice. En el
andlisis de la mineralizacién revelé un aumento en la mineralizacion trabecular en los
grupo Nx y NxP frente al control (p<0,05). El calcitriol disminuy6 la altura del frente de
mineralizacion aunque no consiguié normalizarlo. En la morfometria y
microarquitectura 9sea, la densidad mineral de la espongiosa primaria fue menor en los
tres grupos de ratas urémicas comparada con los valores controles de referencia
mientras que el porcentaje de volumen 6seo, el numero de trabéculas, y su separacion
fueron diferentes en los grupos tratados con respecto al Nx y a los valores normales de
referencia. En la espongiosa secundaria, el tratamiento con calcitriol ejercio efecto
adicional al producido por el fallo renal crénico haciendo al hueso atin mas distinto del
control sano. Esto ocurrié para todos los pardmetros cuantificados a excepcion de la
separacion entre las trabéculas. En el Hueso Cortical tanto el grosor de la zona cortical
como la densidad del tejido mineral estuvieron disminuidos en el grupo Nx, mientras
que la porosidad aument6. Ninguno de los dos tratamientos modifico estos valores.

Conclusiones. El protocolo descrito produce un modelo experimental de marcado HPTs
inducido por fallo renal y dieta alta en Pen ratas jovenes en fase de rapido crecimiento
corporal. Respecto al tratamiento con paricalcitol se concluye que mejora el HPTs sin
provocar hipercalcemia ni hiperfosforemia, no ejerce efecto protector sobre el dafio
renal, resulta en una masiva calcificacién u osificacion de las paredes de la aorta, no
tiene efecto sobre el crecimiento corporal, no mejora la estructura del hueso valorada
por histomorfometria y microCT, y finalmente no es superior al tratamiento con

calcitriol.

RESUMEN (en Inglés)

Introduction. In individuals with normal renal function, serum phosphorus (P) and
serum calcium (Ca) are maintained in normal range by the interaction of a complex
hormonal system that involves the intestine, kidney and bone. In renal impairment, the
inability to maintain this balance results in chronic kidney disease-mineral bone
disorder or CKD-MBD, which includes disorders of Ca, P, secondary
hyperparathyroidism (SHPT), bone disorder and soft tissue calcifications. The latter is
the cause of up to 50% of deaths from cardiovascular disease (CVD) in patients
undergoing hemodialysis resulting in the first cause of mortality in end stage renal
disease. CVD is the second leading cause of death and one of the major contributors to
the decline in life expectancy in children with CKD. Despite the multifactorial etiology




of CVD, it is highlighted the pathogenic role of high doses of calcitriol or 1,25(OH)2-
vitamin D3 and the use of calcium-based phosphate binders to control SHPT. Both,
uremic state and hyperphosphatemia seen in CKD and hypercalcemia favored by the
treatment, act synergistically to induce proliferation and transformation of vascular
smooth muscle cells toward an osteoblastic phenotype.

A selective activation of the vitamin D receptor (VDR) is used to reduce the
hiperphosphatemic and hypercalcemic effect of non-selective activators such as
calcitriol, increasing the therapeutic window in patients at risk of CVD. Paricalcitol, a
selective VDR activator has been proved to decrease the transformation of vascular
smooth muscle cells. These effects are based on a lower affinity for circulating protein
bound to vitamin D (VDBP) and a spatial conformation of the molecule that results in
selective effects with higher therapeutic specificity. A pleiotropic effect of selective
activators of VDR is a reduction in proteinuria in some glomerular diseases with less
podocyte injury.

In this paper the premise that paricalcitol decrease parathyroid hormone (PTH) with less
effect on serum Ca and P than calcitriol, arises. This reduced hypercalcemic and
hyperphosphatemic effect may decrease the risk of calcification in soft tissues and
vascular endothelium, while control of SHPT could improve bone mineralization and
bone remodeling and hence, body growth in young individuals. Additionally, due to
their probable regenerative effect on glomerular tubular lesions, treatment with
paricalcitol may act as a protective agent. The aim of this study is to assess the effects of
paricalcitol in a young rat model with severe SHPT under a high-phosphorus diet. Other
objectives include: understanding the effects of paricalcitol on serum PTH and mineral
metabolism, on kidney damage determined by proteinuria, creatinine clearance and
renal histology, on calcification in soft tissues by quantification by microCT, on body
growth, on metabolism structure of long bones and finally to compare the above effects
with calcitriol.

Materials and methods. Female Sprague-Dawley rats were feed with standard food (P
0.6% and Ca 0.7%) and supplemented with P 0.25% in water during 32 days. Ten days
after a surgical 5/6 nephrectomy 5/6, a blood sample was obtained for
biochemical/hormonal analysis and administration of drug or vehicle was initiated by
gavage three times a week until the end of the experiment. The rats were divided into
three homogeneous groups: Nx: chronic renal failure induced by 5/6 nephrectomy +
vehicle (0.9% saline 0.2 ml) (n = 8), NxP: chronic renal failure induced by nephrectomy
5/ 6 + paricalcitol (1 ug) (n =7), NXC: chronic renal failure induced by 5/6
nephrectomy + calcitriol (0.25 g) (n = 8). On day 30, samples of urine and feces were
collected in metabolic cages. Following sacrifice, blood, aorta, tibiac and remaining left
kidney were obtained. The variables analyzed included weight gain, length, feed
efficiency, blood, urine and feces biochemistry (BUN, creatinine, calcium and
phosphorus), PTH, renal histology with hematoxylin-eosin (HXE), periodic acid-Schiff
(PAS) and Von-Kossa (VK), aortic and osseous MicroCT and bone histology for
analysis of mineralization and osteoclastic activity.

Results. Validation of the experimental model was based on the decrease in PTH levels
in both treatment groups. There were differences between Nx and NXC groups (7854 +
841 vs. 3373 £ 741, p < 0.05) but not so with NxP group although it showed a reduction
(4871 £+ 1163). Regarding Ca, P and Ca x P product no significant differences were seen
between treated and control group. Calcium balance showed an increased in urinary




excretion in both treated groups (3.8 £ 0.4 vs. 2.1 + 0.2, p<0,01). Regarding P, the
group treated with calcitriol had lower urinary P excretion (p 0.013). Net absorption of
P and P balance was lower in NxP group and tubular reabsorption of phosphate was
lower in NXC. The cumulative intake was lower in Nx group while feed efficiency was
lower in the NXC group. There were no differences in weight gain or snout-tail length,
between groups. All groups had massive proteinuria but creatinine clearance was higher
in NXC compared to the other two groups (19.0+1.6 vs. 0.9+16,2 vs. 27,5+2.8, p<
0.05). Histological samples showed chronic abnormalities of advanced stage without
statistical differences between groups. Von Kossa’s staining in renal tissue revealed the
presence of calcified areas of tubulointersticial dominance in NxP group. Aortic
calcification assessed by microCT showed a higher percentage of calcifications in the
NxP group compared to other groups (0.51+0.18 vs. 16.50+6.67 vs. 10.95+6.74 p=<0,
05). Bone resorption by TRAP, primary spongiosa showed an increase in the number of
active osteoclasts in Nx and NxP groups. Treatment with calcitriol did not change this
index. Mineralization analysis revealed an increase in trabecular mineralization in Nx
and NxP groups versus control (p < 0.05). Bone morphometry and microarchitecture
showed low mineral density of primary spongiosa in all groups compared to reference
values while the percentage of bone volume, trabecular number, and trabecular
separation were different in the treated groups compared to Nx and reference ranges. In
the secondary spongiosa, treatment with calcitriol exerted some effect. This was true for
all parameters except for the separation between the trabeculae. In the cortical bone,
cortical mineral density was diminished in Nx group and the porosity increased. Neither
treatment paricalcitol nor calcitriol modified these values.

Conclusions. This experimental protocol described a severe SHPT induced by renal
failure and high-P diet in young rats undergoing rapid body growth. Treatment with
paricalcitol improved SHPT without causing hypercalcemia or hyperphosphatemia, but
do not exerted protective effect on kidney damage, resulted in a massive calcification of
the aorta, had no effect on body growth, do not improved bone structure and finally, is
not superior to calcitriol.
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1 INTRODUCCION

1.1 Conceptos generales sobre CKD-MBD

1.1.1 Definicion

La disminucion progresiva de la funcion glomerular de la enfermedad renal cronica
(ERC) esté asociada a la incapacidad para mantener la homeostasis mineral resultando en lo
que hoy se conoce como enfermedad mineral y 6sea asociada a ERC o CKD-MBD por sus
siglas en inglés (chronic kidney disease-mineral bone disorder), desplazando el concepto
original y restrictivo de osteodistrofia renal (OR). La CKD-MBD es una condicion
sisttmica que se manifiesta con una o la combinacion de alguna de las siguientes
alteraciones, ) : 1) trastornos en el calcio (Ca), fosforo (P), hormona paratiroidea (PTH) o
metabolismo de la vitamina D, 2) anormalidades de la estructura y remodelado &seos
(recambio déseo anormal, mineralizacion, volumen, crecimiento lineal, o resistencia), y 3)
calcificacion vascular y/o de cualquier tejido blando) . La fisiopatologia de la CKD-MBD
involucra, ademas, al factor de crecimiento fibroblastico FGF23, Klotho y la via de
sefializacion Wnt-b-catenina. La evidencia actual asocia las alteraciones del metabolismo
6seo con la enfermedad cardiovascular), causando un impacto negativo significativo en la
morbilidad y mortalidad de los pacientes con ERCs). En pediatria, las alteraciones de la
CKD-MBD comienzan a observarse con una velocidad de filtracion glomerular menor de
89 ml/min/1,73m? Dadas las fases de crecimiento infantil, este proceso es muy dindmico y
por esto requiere de evaluacion constante para realizar las adaptaciones terapéuticas

necesarias.



1.1.2 Homeostasis del calcio y fésforo

En individuos con funcion renal normal, los niveles séricos de P y Ca son
mantenidos en rangos normales gracias a la interaccion de un complejo sistema hormonal
que involucra el intestino, el rifion y el hueso. Respecto al Ca, el sistema comprende las
hormonas reguladoras y sus receptores: PTH y el receptor (PTHR)e), la 1,25
dihidroxivitamina D y su receptor (VDR)(7), asi como el calcio sérico y el receptor sensor
de Ca (CaSR). La respuesta fisiologica a la hipocalcemia es el aumento en la sintesis y
liberacion de PTH. Los niveles aumentados de PTH circulante restablecen los valores de
calcio mediante varios mecanismos: a) resorcion dsea, b) reabsorcion tubular de Ca a través
del canal TRPV5g y c) activacion de la sintesis de 1,25 dihidroxivitamina D3z lo que
aumenta la absorcion intestinal de Ca. El feedback negativo blogquea la transcripcion de
PTH directamente y aumenta la expresion del CaSR lo que ejerce un efecto indirecto en su
liberacion. EI CaSR se expresa primordialmente en las células de las glandulas paratiroides
pero también en intestino, tiroides, rifidn, cerebro, epidermis, estomago, pancreas, higado y
médula dsea, Su activacion moviliza el Ca al espacio intracelular y disminuye la secrecion
de PTH, mientras que su inactivacion reduce el calcio dentro de la célula e incrementa la
PTH a través de sefiales intracelulares. En el caso de un ascenso del nivel de calcio, todas
estas acciones ocurren al contrario y la respuesta hormonal induciria una reduccién sérica
de éste, manteniendo el rango fisiolégico en limites muy estrechos. Aunque en la
homeostasis del fosforo también intervienen la absorcion intestinal, la excrecion renal y el
remodelado dseo, existen diferencias como la velocidad a la que ocurre la respuesta
fisiologica a variaciones en el nivel sérico, siendo més lenta en los casos de hipo o
hiperfosforemia. Aunque aun se desconoce el receptor que detecta el nivel de P, su
homeostasis esta regulada por su concentracion sérica y la secrecion de FGF23 del hueso.
Una disminucién de la concentracion del P, disminuye la secrecion de FGF23 lo que lleva a
la activacion de los trasportadores tubulares de sodio-fosfato NaPi2a para aumentar asi su
reabsorcion y al mismo tiempo incrementar la secrecion renal de 1,25 dihidroxivitamina D
favoreciendo la reabsorcion intestinal. La elevacion del P induce la secrecion de FGF23 lo
que restaura el nivel sérico mediante la disminucion de la reabsorcion tubular y la

disminuciéon de la absorcion intestinal mediante la inhibicién de la secrecién de 1,25-



dihidroxivitamina D. Tanto el FGF23 como la PTH ejercen la misma accion sobre la
reabsorcion tubular de P pero tienen efectos opuestos en la secrecion renal de 1,25-

dihidroxivitamina D.

1.2 Alteraciones del metabolismo mineral en la enfermedad renal cronica

1.2.1 Retencion de fosforo

Hasta hace unos afios se postulaba que la retencion extracelular de fésforo debido a
la disminucion de la tasa de filtracion glomerularqgy, acompafada de la disminucion del
calcio ionico plasmatico, era los eventos desencadenantes en la patogénesis del
hiperparatiroidismo secundario (HPTs) visto en los pacientes con ERC. Los niveles de
hormonas fosfatdricas como el FGF23 y otras fosfatoninas aumentan en respuesta a la
retencion de fosforo séricoui,12). Este incremento precede al de la PTH, manteniendo la
fosforemia en rango normal gracias a una elevada excrecion tubular, componente que
predomina cuando el filtrado glomerular supera los 50-60 ml/min/1,73 m? (ERC estadios | -
[11)1y). Para disminuir la hiperfosforemia, el FGF23 disminuye los niveles circulantes de
1,25-dihidroxivitamina D inhibiendo la absorcién de P y Ca intestinal. La sobreexpresion
de la PTH inducida por la hipocalcemia, estimula la resorcion 6sea en el intento de
restablecer el Ca sérico pero al hacerlo aumenta el P sérico elevando el producto Ca x P.
Cuando la funcién renal se reduce a menos de 30 ml/min/1,73 m? (ERC estadio V) se
observa una regulacion a la baja de Klotho tanto en la glandula paratiroides como en el
riidn, lo que resulta en la perdida urinaria de FGF23. Con esto se logra disminuir la
produccion de PTH y la reabsorcion tubular de fosfatogs). En la ERC estadio V, algunas
nefronas residuales intentaran sin éxito eliminar el fosfato lo que resulta en hiperfosforemia
e hiperparatiroidismo secundario (HPTs). No obstante, esta hipotesis se ha hecho menos
atractiva ya que se demostré que el P sérico puede no elevarse en estadios leves de
ERC11,14) Sino que incluso esta ligeramente disminuido en algunos casosgs). El concepto
actual, postula que estas anormalidades serian transitorias y se alcanzaria un nuevo estado

donde el Ca y el P se normalizan en respuesta al aumento de la secrecion de PTH vy el



consecuente aumento de la excrecion tubular de fosfato. Pese a los nuevos hallazgos y la
dificultad en establecer la secuencia de eventos en estadios tempranos de la ERC, es claro
que en fases avanzadas el P alto, independiente de los niveles de PTH, genera un impacto
negativo sobre la calcificacion vascular y en la estructura 0seag-19). Estudios clinicos han
identificado al P como el mayor predictor de aparicion de eventos cardiovasculares y de
mortalidad asociada a calcificacion vascular (CV)o,21).

1.2.2 Paratohormona e hiperparatiroidismo secundario

En la patogénesis del HPTs se ven involucrados varios factores entre ellos la
elevacion extracelular de P, la disminucién del Ca ionizado y los niveles bajos de 1,25-
dihidroxivitamina D. Paralelo a esto, la elevacidn en la expresion de FGF23 inhibe la
hidroxilasa residual renal lo que exacerba la deficiencia de 1,25-dihidroxivitamina D,
empeorando el HPTs. Las consecuencias clinicas de este proceso son el incremento en la
sintesis y secrecion de PTH y el aumento de la masa de la glandula paratiroides en su
mayor parte por hiperplasia por proliferacion celular, y en menor grado por aumento del
tamafio celular o hipertrofia. Inicialmente comienza con hiperplasia policlonal difusa
para evolucionar a una hiperplasia monoclonal nodular,s) regulada en gran parte por la via
de sefializacion del CaSR, aunque no esté claro si la disminucion en la expresion del CaSR
y del VDR precede a la hiperplasia o es una consecuencia de la proliferacion s ,s). Debido a
la produccién limitada y su rapida degradacion en la circulacion, la expresion génica de la
PTH es fundamental para su regulacién. Asi como la 1,25-dihidroxivitamina D interviene
en la sintesis de PTH de forma transcripcional, los niveles séricos de Cay P lo hacen por
mecanismos post-transcripcionales regulando factores citosélicos para mantener un balance
entre la degradacion y la proteccion. Los niveles anormales de Ca y P presentes en la ERC,
fortalecen la union de las proteinas citosélicas paratiroideas a la secuencia terminal de 60
nucledtidos de la region 3°-UTR del ARNm de la PTH, aumentando la estabilidad,

incrementando la vida media de la PTH y contribuyendo al HPTSzs) .



1.2.3 Factor de crecimiento fibroblastico 23 y Klotho

El FGF23 es una fosfatonina producida por los osteocitos y osteoblastos, y el mayor
determinante en el metabolismo del fésforo. Aunque su funcién fisiolégica no esta
completamente caracterizada, se piensa que su accion primordial es la de disminuir el P
sérico mediante la reduccion en la reabsorcion tubular de fosfatos. Adicionalmente, y en
contraste con la PTH, FGF23 reduce la sintesis renal de 1,25-dihidroxivitamina D. Para la
activacion de los receptores de FGF23, el FGFR-1 y FGFR-3 de las células de epitelio
tubular es necesaria la presencia de Klotho que actia como un correceptor y que confiere
selectividad al FGF por el FGF23,7) . Klotho se expresa predominantemente en las células
tubulares renales como una proteina transmembrana donde no solo ejerce como correceptor
sino que adicionalmente tiene un efecto estimulante en la actividad del TRPV5(,7). La union
del FGF23 al complejo Klotho/FGFR-1 suprime la reabsorcion tubular de fosforo y la
sintesis renal de calcitriol. No obstante, Klotho ejerce otra accién independiente actuando
como enzima paracrina o autocrina en el borde luminal de la célula tubular regulando los
canales idnicos, entre ellos el cotrasportador NaPi2a aumentando la fosfaturia de forma
directagg). El estimulo para la secrecion de FGF23 en estadios tempranos de fallo renal no
es claro aun, y hay evidencia de que otros factores diferentes a las fosfatoninas pueden
influir en la excrecion renal de fosfatos.g). EI FGF23 aumenta antes que la PTH, asi como
la expresién en rifidn, los niveles séricos y la excreciéon urinaria de Klotho disminuyen
progresivamente (3o 31). Modelos murinos de delecciones de Klotho (/) o FGF23 (/)
desarrollan hiperfosforemia, calcificacion vascular y osteopenia, lo que recuerda el fenotipo

de enfermedad mineral y 6sea vista en la enfermedad renal (3.

En la ERC, la produccion de FGF23 en el hueso estd estimulada directa o
indirectamente por el fosfato, el calcitriol, el calcio, la PTH y Klotho. El efecto directo de la
PTH sobre la produccién de FGF23 ocurre mediante la estimulacion del receptor -1 de la
PTH (PTH-R1)@s) vy el nacleo huérfano del receptor Nurrlis), mientras que el efecto
indirecto ocurre mediante la sintesis de 1,25-dihidroxivitamina D(ss). Por otra parte FGF23
inhibe la sintesis de PTH y su secrecion, aunque en ERC este efecto estad parcialmente
abolido por la reduccion de Klotho y de la expresion de FGF-R1 en tejido paratiroideo (s

3g). Si bien el aumento de los niveles circulantes de FGF23 en la ERC ejercen una accion



inhibitoria sobre la paratiroides, la elevacion mantenida de FGF23 contribuye a la
progresion de HPTs mediante la reduccion de la sintesis renal de calcitriol y la subsiguiente

disminucion de la absorcion intestinal de calcio y fosforo.

1.2.4 Deficiencia de calcio y disminucion de la sintesis de calcitriol

En estadios tempranos de ERC ya existen alteraciones del calcio sérico debido al
balance negativo por ingesta deficiente de calcio, a la disminucion de la absorcidn intestinal,
a la resistencia esquelética a la accion de la PTH 3g) y a una expresion reducida del CaSR en
la célula paratiroidea. Sumado a estas situaciones, el aumento inicial en la 1,25-
dihidroxivitamina D como respuesta a la hipocalcemia, no tiene el efecto inhibitorio de
PTH esperado debido a una alta concentracién de calreticulina que dificulta la union de la
1,25-dihidroxivitamina D a su receptor, dando como resultado una transcripcién persistente
del gen de la PTH(0,41). Esta accion es directa e independiente de los valores sericos de Ca
0 P, lo que explica que haya pacientes con ERC moderada con calcemia normal, pero con
hiperparatiroidismo secundarioa pero también explica el motivo por el cual la
hipocalcemia produce aumento en la expresion del gen de la PTH a pesar de niveles de
calcitriol altos, y esto ultimo es relevante para explicar la resistencia del HPTs al
tratamiento con calcitriol en este grupo particular de pacientes. Por el contrario, la PTH
estimula la actividad de la 1o hidroxivitamina D hidroxilasa aunque con cierta resistencia.
El balance final entre la actividad estimulatoria de la PTH e inhibitoria del FGF23 sobre el
calcitriol, se vera determinado por otros factores como hiperfosforemia, acidosis metabélica
y toxinas urémicas. Otra hipdtesis que contribuye al entendimiento de la deficiencia de
calcitriol en ERC, pero hasta el momento comprobada solo en modelos animales, se basa en
la observacidn de que con tasas de filtracion bajas hay una disminucion de la disponibilidad
luminal del complejo de calcidiol unido a su proteina transportadora (calcidiol-DBP)
requerido como sustrato para la sintesis de ésteus). La concentracion de calcidiol plasmatico
esta disminuida en la mayoria de los pacientes con ERC a4 45. por maltiples motivos como

baja exposicién a la luz solar, ancianos, pigmentacién cutanea, administracién de



medicamentos antiepilépticos, aumento de la excrecion urinaria y/o pérdida peritoneal del
complejo calcidiol-VDBP (Figura 1).

Figura 1. Secuencia de eventos bioquimicos en diferentes estadios de ERC.
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1.3 Alteraciones 6seas en CKD-MBD

A pesar de la accion pobre que ejerce la PTH sobre el rifion en la ERC avanzada, la
actividad sobre el hueso se mantiene parcialmente. Esta resistencia es secundaria a la
represion del PTH-R1, la expresion reducida del factor de diferenciacion osteobléstica y a
los niveles aumentados de osteoprotegerina o factor inhibidor de osteoclastogénesiswaz) y es
en definitiva el mayor determinante de la aparicion de OR. La OR se refiere
exclusivamente a la patologia esquelética cuyo diagnostico de confirmacion se realiza por
biopsia Osea y sus resultados histomorfomeétricos se expresan como parametros de recambio
6seo, mineralizacion y volumen,. La OR se clasifica segun el tipo de remodelado 6seo en:

a) de remodelado bajo como la osteomalacia y la enfermedad ésea adinamica o b) de



remodelado alto como la osteitis fibrosa quistica que es la lesion tipicamente asociada al
HPTs grave. No es infrecuente ver superposicion de diferentes formas de enfermedad
mineral 6sea en un mismo paciente con ERC, condicion denominada OR mixta. La
afectacion del metabolismo mineral en el paciente renal se inicia con una tendencia a la
hipocalcemia, normo o hipofosforemia de consumo y disminucion de 1,25-
dihidroxivitamina D plasmatica. Paralelamente hay un aumento progresivo del FGF23 y la
PTH con una disminucion progresiva de Klotho4g) y el desarrollo de OR. La osteopatia
se caracteriza por un estado inicial de enfermedad Osea adinamica seguido por osteitis
fibrosa o enfermedad Osea mixtapy). El bajo recambio ¢seo de las fases iniciales de la
enfermedad renal pueden deberse a condiciones inhibitorias del remodelado como
resistencia a la PTH, disminucion de los niveles de calcitriol, hormonas sexuales
disminuidas, diabetes, y toxinas urémicas, lo que lleva a represion de la via Wnt-B-catenina
y al aumento de expresion de los antagonistas de Wnt como esclerotina, Dickkopf-1 y la
proteina rizo-relacionada secretoria tipo 4 (SFRP4)ug50). El desarrollo de enfermedad osea
de recambio alto viene posteriormente cuando los niveles de PTH logran sobrepasar el
umbral de resistencia periférica y abolir otros factores inhibitorios. Es preciso sefialar que
la mayor parte de las alteraciones del metabolismo mineral y 6seo descritas en la ERC
hacen referencia a estudios en adultos, lo que hay que tener presente a la hora de extrapolar
estos hallazgos a poblacion pediatrica. En los nifios es excepcional la realizacién de
biopsias de hueso en el seguimiento clinico de los pacientes con ERC vy, por otra parte, el
crecimiento endocondral del esqueleto, responsable del crecimiento en talla, sigue unos

mecanismos de regulacion especificos y diferentes al resto del hueso.

El hueso tiene una interaccion compleja con el sistema vascular; la evidencia actual
sugiere que la incidencia y progresion de la calcificacién vascular estan inversamente
relacionadas a la masa 6sea y directamente en relacion con la pérdida de la mineralizacion.
Es conocida la asociacion entre baja densidad mineral 0sea y calcificacion aortica en
pacientes con osteoporosisesisz). En los pacientes con ERC y remodelado 6seo bajo, el
hueso no tiene la capacidad para tamponar los metabolitos minerales como el Cay el P lo

que promueve la calcificacion y la rigidez de la pared vascular, especialmente en las



arterias coronariasiss). Por el contrario pero con idénticas consecuencias, en el recambio

0seo alto se liberan grandes cantidades de P del hueso destruyendo la funcion esqueléticasa).

1.4 Calcificacion vascular

El proceso de CV reside en la transformacion fenotipica de las células del musculo
liso vascular (MLV) en celulas con propiedades funcionales de osteoblastos. Esta
transformacion es la respuesta a un desbalance entre factores promotores e inhibidores de
calcificacion. En términos histolégicos, la calcificacion se inicia con la precipitacion directa
del Ca y P en el endotelio. Adicionalmente a esta fase mineral, se desencadenan procesos
celulares que incluyen entre otros, apoptosis, diferenciacion osteocondrogénica y
degradacion de la elastina. De estos, el mas relevante es la apoptosis; los cuerpos
apoptoticos de las células del MLV juegan el papel de estructuras nucleares de matriz
celular para el inicio de la calcificacionssss). Sobre esta matriz ocurre la diferenciacion
osteocondrogeénica de las células del MLV con aparicion de vesiculas de apatita y colageno
calcificante, que promueven la sintesis de proteinas de metabolismo 6seo como la fosfatasa
alcalina, osteocalcina y osteopontinaszy. Adicionalmente a la formacion de proteinas
osteogénicas, se describen factores de transcripcion relacionados con el desarrollo 6seo
normal como el factor Runt-relacionado r (Runx2)sg) y €l Msh homeobox 29 60). El papel
sinergistico de los niveles séricos elevados de P en la aceleracion de este proceso ha sido
confirmado en estudios experimentales debido a la activacion de la via WNT/B-catenina
mediante la regulacion transcripcional del transportador de fosfato dependiente de sodio o
PiT-1(1.65). Otro factor calcificante en la uremia y secundario a la acumulacion de toxinas
como el indoxil sulfato, es la silenciacion del gen klotho por hipermetilacionee). El gen
klotho codifica su proteina de membrana predominantemente para el rifion aunque también
se expresa en otros 6rganos endocrinos como la glandula paratiroides y la pituitaria. El
dominio extracelular de Klotho es escindido por las proteasas ADAM 10 y ADAM 17 y
secretado en diferentes fluidos extracelulares como la orina. Con la reduccion de Klotho
renal observada en la ERC, la transduccién de la sefial del FGF23 a las células tubulares no
ocurre, situacion que se ha relacionado con la patogénesis del endurecimiento de la pared

arterial Yy la CV(30' 31, 67) (Figura 2)



Existen dos patrones de CV, uno con placas y lesiones oclusivas sobre la capa
intima arterial asociado a inflamacion, y el segundo que afecta la capa media vascular,
caracterizado por el depdsito difuso de minerales en las fibras elasticas. Este ultimo
constituye la forma mas prevalente de esclerosis vascular en la ERC. EI deposito de Ca en
la capa intima resulta en una lesion circunferencial que produce cambios oclusivos que
llevan a infarto del miocardio o isquemia distal en las arterias periféricas, mientras que la
lesion medial disminuye la distensibilidad de los vasos, aumenta la presion arterial y
produce hipertrofia del ventriculo izquierdogs). La calcifilaxis o arteriolopatia urémica
calcificante ocurre en las pequefias arteriolas de la piel u otros tejidos blandos que
conducen a la isquemia y ulceracion y se asocia a una tasa alta de mortalidadg). Estos
procesos pueden coexistir en pacientes con factores de riesgo tradicionales como edad

avanzada, hipertension arterial, diabetes o dislipidemiasa 7).

Los nifios con ERC tienen una prevalencia alta de factores de riesgo cardiovascular
tradicionales, siendo los mas relevantes la hipertension arterial, hiperlipidemia, obesidad y
metabolismo anormal de la glucosa(1,72). A estos factores, se afiaden tanto en nifios como
adultos con ERC, factores de riesgo no tradicionales como el producto Ca x P aumentado,
HPTs, administracion de sales de calcio, inflamacion, desnutricion y estrés oxidativog,. El
exceso de PTH es capaz de causar disfuncién cardiovascular con hipertrofia ventricular
izquierda como se ha visto en pacientes con hiperparatiroidismo primariogs Y
secundariozs). Una revision sistematica de la asociacion entre los marcadores de
alteraciones del metabolismo mineral y mortalidad por enfermedad cardiovascular (ECV)
en pacientes en dialisis demostré mayor riesgo relacionado con niveles elevados de fosforo,
seguido por Ca y PTHs). Estudios en nifios y adultos jovenes han encontrado esta misma
asociacion entre el HPTs y calcificacion coronarias.zg), calcificacion femoralzg) y aumento
del espesor de la intima — media carotidea(ss, so-s2), rigidez aortica y anomalias estructurales

cardiacas77,g2).
El rol del P en el desarrollo de calcificacion vascular ha sido resaltado ya que tiene

la capacidad de inducir la sobreexpresion de factores osteogénicosgs) produciendo

mineralizacion de la matriz extracelular y cambiando el fenotipo celular al de una célula
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osteocondrogeénicagas). En modelos animales, una dieta alta en P es suficiente para suprimir
la accion de la PTH en el rifion debido a la represion del ARNm del PTHRgs). En ratas
adultas, los niveles de PTH y de FGF23 son estimulados con dietas ricas en Pgsg7) Y con la
administracion exogena de 1,25-dihidroxivitamina Dgs), efecto que es superior al
observado en animales urémicos con dieta normal, y que puede ser revertido al normalizar
el contenido de P dietéticogg). En humanos una carga oral de P aumenta la PTH
independientemente de los niveles de Ca sérico pero la ingesta a corto plazo no altera la
concentracion de FGF23(. Desde el punto de vista clinico, la hiperfosforemia se ha
correlacionado con mortalidad en pacientes con ERC terminal;) asi como con un riesgo
elevado de mortalidad cardiovascular en la poblacion general(gy). Un meta-analisis reciente
encontrd asociacion directa entre el riesgo de morir de 18% por cada 1 mg/dl de incremento
de P sérico. Por el contrario, la asociacion entre la calcemia y la PTH con los desenlaces

cardiovasculares fue poco consistentegs).

Por otra parte, el tratamiento tradicional del HPTs en ERC con analogos de la
vitamina D, aumenta la absorcion intestinal de Ca y P resultando en un producto Ca x P
mayor, lo que se ha asociado con una pobre supervivencia en pacientes en hemodiélisis y
dialisis peritoneal(sg4). Tanto los niveles altos como bajos de 1,25-dihidroxivitamina D se
asocian a calcificacion de grandes arterias y aumento del grosor de la intima media
carotidea, situacion mediada por la homeostasis del Ca-P y la inflamaciongs). Se ha descrito
una asociacion fuerte entre la dosis de vitamina D y marcadores bioldgicos de enfermedad
CV como la disminucion en la elasticidad arterial, calcificaciones coronarias y cambios en
la morfologia del ventriculo izquierdo en adultos joveness). El exceso de Ca proveniente
de los captores de P y activadores del VDR (AVDR) puede empeorar las calcificaciones
vasculares e inducir depositos extraesqueléticos de Cagr) por lo que se hace necesario
encontrar un balance fino entre la deficiencia de 1,25-dihidroxivitamina D y su toxicidad.
En la poblacion pediatrica, la ECV es la segunda causa de muerte después de las
infecciones y en conjunto, son los principales contribuyentes a la disminucion de la
esperanza de vida en nifios con ERCss). Las admisiones por ECV en nifios con ERC
terminal se han notificado en 324 -334 por 1.000 pacientes/afios durante el primer afio de
terapia de reemplazo renal. Mas aun, la tasa de mortalidad cardiovascular ha aumentado de
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27 a 34% en los dltimos 20 afios y continla sorprendentemente alta en pacientes
trasplantados comparada con la poblacion pediatrica general(71).

Figura 2. Alteraciones 6seas y su relacion con calcificacion vascular en la ERC

ERC | | Pfiltrade

. !

Retencidn de P Inhibidores circulantes
de la formacion dsea

s}
Lo Lo

4 PTH € | Accion VD €——— < FGF23 / ‘I Esclerostina

A J

. L € J’ .
Hipacalcemia Alteracién 1 Osteocalcina NC ln::‘“"a'
remodelado dseo 1@
o Resistencia
J- Klotha J Fetuina A

¥ l W

N\
—> Hiperfosfatemia 4>| Afectaclén cardiovascular / Mortalidad I<

1.5 Activadores del receptor de vitamina D (AVDR)

Los AVDR se unen al receptor, trasponiendo al nucleo celular donde se
heterodimerizan con un receptor retinoide (RXR). Este complejo se une al elemento de
respuesta de la vitamina D (VDRE) en los genes diana, activando o inhibiendo la
transcripciongs). Ademas del calcitriol, que es la vitamina D activa en su forma natural,
existen analogos sintéticos de la vitamina D, y D3 como el alfacalcidiol, el doxercalciferol,
el maxacalcitol y el paricalcitol. Estos dos ultimos tienen una menor afinidad por la

proteina circulante unida a la vitamina D (VDBP) lo que hace que se depuren mas
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facilmente y que su potencial efecto toxico por la elevacion del Ca y el P, disminuyagg).
Adicionalmente, la conformacion espacial de la molécula tiene efectos selectivos en la
transcripcion del ADN siendo mas especificos en su accion terapéutica. Respecto a la
calcificacion vascular se ha demostrado que el paricalcitol, a diferencia del calcitriol,
previene la activacion de la via Wnt/B-catenina inducida por P y no aumenta la expresion
del factor de transcripcion RunX2, disminuyendo la transformacién de las células del MLV
en osteocitos(ioo,101). Aunque el efecto del paricalcitol sobre la PTH es entre tres y cuatro
veces menor que el calcitriol, lo es también sobre los niveles séricos de Ca y P aumentando
la ventana terapéutica en pacientes con riesgo de CV. Cuando se compar6 con calcitriol, el
paricalcitol tuvo una ventaja mayor sobre la supervivencia en una cohorte de pacientes en
hemodialisisio2). EXxisten muy pocas publicaciones sobre el tratamiento con paricalcitol en
poblacion pediatricaios 104), limitandose a estudios en un corto ndmero de pacientes en

hemodialisis y con un disefio no muy riguroso.

Otro efecto potencial del tratamiento con vitamina D es la reduccién en la lesion
podocitaria observada en algunas glomerulopatias. Kuhlmann y cols. describieron la
disminucion de la lesién y detencion de la hipertrofia podocitarias en ratas con nefrectomia
parcial y tratamiento con calcitriol comparadas con ratas sham y ratas nefrectomizadas con
placebo, lo que se tradujo en menor proteinuria y menor glomeruloesclerosisgosy. Dos
estudios posteriores en humanos con ERC estadios 3 y 4 quienes recibieron paricalcitol
demostraron una reduccion en la proteinuria frente a los que tomaron placeboios 107). Un
estudio pequefio en pacientes con nefropatia IgA reveld6 mayor disminucién de la

proteinuria con la administracion de calcitriol comparado con placeboog).
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2 HIPOTESIS

En base a los datos publicados en la literatura sobre el proceso de activacion
selectiva del VDR y su empleo en el control del HPTs en el fallo renal crénico, se plantea
la premisa de que el paricalcitol disminuira los niveles circulantes de PTH con un menor
impacto sobre los niveles de calcio y fésforo séricos que el calcitriol. Este menor efecto
hipercalcémico e hiperfosforémico disminuira el riesgo de calcificacion en tejidos blandos
y en el endotelio vascular, al tiempo que el control del hiperparatiroidismo mejorard la
mineralizacion 6sea y el remodelado del hueso y, por ende, en individuos jovenes el
crecimiento corporal. Adicionalmente, y debido a su probable efecto regenerador sobre las
lesiones glomérulo-tubulares, el tratamiento con paricalcitol favorecerd una accion
renoprotectora.

El planteamiento anterior podra comprobarse utilizando un modelo experimental de
HPTs en el que ratas urémicas prepuberales tratadas con paricalcitol se compararan con
otras a las que se administrara calcitriol y con ratas urémica sin tratar, bajo una dieta alta en

fésforo.

14



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Conocer los efectos de la administracion de paricalcitol en un modelo de rata joven

con marcado hiperparatiroidismo inducido por fallo renal cronico y dieta alta en fosforo.

3.2 Objetivos especificos.

3.2.1

3.2.2

3.2.3

3231

3.2.3.2

3.2.4

3.25
3.2.6

Conocer los efectos de la administracion de paricalcitol sobre:

Concentraciones séricas de PTH y variables relacionadas con el metabolismo
mineral.

Dafio renal mediante determinacion de la proteinuria y de la depuracién de
creatinina y valoracion de la histologia renal.

Calcificacion en tejidos blandos:

En el rifion, mediante la cuantificacién de depositos de calcio en muestras histolédgicas.

En la aorta, mediante el analisis morfométrico por microCT del grado de calcificacion vascular.

Crecimiento corporal mediante el andlisis de la ganancia ponderal, eficacia de la
alimentacion y la longitud.

Estructura y metabolismo de los huesos largos.

Comparar los efectos anteriores con los obtenidos tras la administracién de

calcitriol.
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 Animalesy condiciones generales

El manejo de los animales se ajusto a lo dispuesto en la normativa legal vigente, en
particular al Real Decreto 1201/2005 sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos. Los protocolos fueron aprobados por el Comité

Etico de Experimentacion Animal de la Universidad de Oviedo.

Ratas hembra Sprague-Dawley recién destetadas (Harlan, Ibérica), alojadas en
jaulas individuales en el bioterio de la Universidad de Oviedo a una temperatura ambiente
constante de 22+1°C con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (8 am-8 pm), entraron en
protocolo tras un periodo de aclimatacion de tres dias con pienso estandar (dieta 2014S,
Harlan Ibérica S.A., Barcelona) y agua corriente ad libitum. Los animales se clasificaron en
grupos homogéneos segun el peso en el dia 10 del protocolo con el fin de partir de una

uniformidad muestral.

4.2 Grupos experimentales

1. Nx: Fallo renal cronico inducido por nefrectomia 5/6 + vehiculo (n=8).
2. NxP: Fallo renal crénico inducido por nefrectomia 5/6 + paricalcitol (n=7).
3. NxC: Fallo renal cronico inducido por nefrectomia 5/6 + calcitriol (n=8).

4.3 Protocolo experimental

El protocolo experimental se llevé a cabo en 32 dias (Figura 3.) durante los cuales
los animales recibieron pienso estandar que contiene 0,6% de fosforo y 0,7% de calcio
(dieta 2014S, Harlan Ibérica S.A., Barcelona) y agua suplementada con fosfato de sodio
monobasico anhidro (Sigma-Aldrich, St.Louis) a una concentracion de 0,25% (500 mg/100

ml de agua).
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Tabla 1. Intervencidn terapéutica

Grupo  Dosis, via e intervalo de administracion de medicamentos

NX Suero Salino al 0,9% (Baxter S.L., Valencia)
0,2 ml por sonda gastrica c/lunes, miércoles y viernes.

NxP Paricalcitol (Zemplar® Abbott Laboratories, S.A., Madrid)
1 pg en 0,2 ml de suero salino por sonda gastrica c/lunes, miércoles y viernes.

NxC Calcitriol (Rocaltrol® Roche Farma, S.A., Madrid)
0,25 pg en 0,2 ml de suero salino por sonda gastrica c/lunes, miércoles y
viernes.

Nx: Nefrectomizados 5/6. NxP: Nefrectomizados 5/6 + Paricalcitol. NxC: Nefrectomizados 5/6 + Calcitriol.

En el dia 0 se realizé nefrectomia izquierda 2/3 a todos los individuos y en el dia 4 se
completo la induccidn del fallo renal con nefrectomia total derecha. El dia 10 de protocolo,
se obtuvo una muestra de sangre de la vena cava craneal para andlisis bioquimico y
hormonal. Inmediatamente se clasificaron por peso similar en tres grupos y a partir de ahi
se inici6 la administracion de medicamento o vehiculo por sonda géastrica cada lunes,
miércoles y viernes hasta el final del experimento (Tabla 1). El dia 30 del protocolo los
animales se trasladaron a jaulas metabdlicas individuales durante 48 horas y se recogieron
muestras de orina y heces para su posterior andlisis bioquimico. Se sacrificaron mediante
exanguinaciéon a través de la aorta abdominal bajo anestesia general con ketamina (4
mg/100g de peso, Ketolar®, Pfizer, Madrid) y tiopental sddico intraperitoneales (1,25
mg/100g de peso, Penthotal®, Abbott Laboratories, S.A., Madrid) e inmediatamente se
obtuvieron muestras de sangre, ambas tibias, aorta (porciones abdominal y torécica) y el

remanente quirargico del rifidén izquierdo.
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Figura 3. Protocolo Experimental
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BUN: Nitrégeno ureico, Cr: Creatinina sérica, Ca: Calcio sérico, P: Fosforo sérico, PTH: Hormona
paratiroidea

4.4 Técnicas quirdrgicas

4.4.1 Induccion del fallo renal cronico mediante nefrectomia

La induccidn del fallo renal crénico se realizé6 mediante la exéresis en dos tiempos
quirdrgicos de aproximadamente 5/6 de la masa renal, segun la técnica descrita por
Morrisonog), Y modificada posteriormente por nuestro grupoio). Bajo anestesia general
inhalada con isofluorano (0,25-2,0%, IsoFlo®, Abbott Laboratories Ltd, Berkshire) se
incidio sobre la zona lumbar izquierda exponiendo el rifion, decapsulandolo y cortando los
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polos renales superior e inferior. Haciendo hemostasia por presion durante unos minutos, la
incision se cerrd por planos con sutura absorbible y se unio la piel con grapas. Al cuarto dia
se repitio el mismo abordaje en el rifién derecho, se decapsuld y se realiz6 nefrectomia total,
previa ligadura doble del pediculo renal. Al término de cada incision se administrd
buprenorfina subcutanea (0,03 mg, Buprex®, Schering-Plough, S.A., Madrid) como

paliativo del dolor.

4.4.2 Extraccion de sangre de vena cava craneal

La extraccion de sangre in vivo durante el protocolo para determinacion de
bioquimica y hormonas fue realizada mediante puncién de la vena cava craneal. Previa
anestesia general inhalatoria, se colocd al animal en posicién dorsal localizando el borde
superior de la costilla derecha a 2-3 mm del borde esternal. Se introdujo una jeringa de 1 mi
con aguja 25G en un angulo de 30 grados respecto a la mesa y orientada hacia el acetabulo
de la extremidad opuesta. Se empujé suavemente entre 5 a 8 mm hasta obtener 0,3 ml de

sangre, luego se presiond la zona de puncion para hemostasia.

4.5 Valoracion del crecimiento y la nutricion

A partir del dia 4 y hasta el dia del sacrificio se cuantificd diariamente el peso de los
animales con una balanza electronica programada para pesar animales, con precision de
0,01 g (OHAUS® GT 2100 Florham Park, New Jersey). La longitud de los animales desde
el hocico hasta la punta de la cola se determiné con una regla el dia 4 y el dia del sacrificio,
aprovechando la anestesia general. El estado nutricional de los distintos grupos se
cuantific6 mediante la ganancia de peso e ingesta mientras que la eficacia de la

alimentacion se calculé dividiendo estos dos ultimos factores entre si.

4.6 Técnicas de laboratorio

4.6.1 Bioquimica en sangre, orinay heces

La sangre extraida el dia 10 de protocolo y al sacrificio se centrifug6 a 5.000 r.p.m.

a 4°C para separar el plasma, que se almacen6 a — 20°C hasta la determinacion de los
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niveles de nitrégeno ureico (BUN), creatinina, calcio total y fésforo en un analizador
Kodak Ektachem® DT60 (Kodak, Rochester). La orina de 48 horas recolectada en las cajas
metabolicas se dividié en dos partes: una para determinacion de creatinina y urea, y otra, a
la que se afadid 2 gotas de acido clorhidrico 1N, para determinar calcio y fosforo. Las
heces de 24 horas se liofilizaron para eliminar la humedad, luego se llevo a cabo una
digestion por microondas con una mezcla de HNO3 1:1 y H,O,. La medicién de calcio y
fosforo se realizO mediante analisis elemental inorganico con el ICP-MS Element2®
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham) en la unidad de Espectrometria de Masas de la

Universidad de Oviedo.

46.2 ELISAPTH

La determinacion de PTH intacta en suero se llevé a cabo mediante el método de
ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) utilizando un anticuerpo especifico
para rata (Rat Intact PTH ELISA Kit®, Immutopics, Inc., San Clemente).

4.6.3 Procesado y tincion de los rifiones

El remanente de tejido renal izquierdo se fijo en PFA al 4% y posteriormente fue
incluido en parafina. Las secciones fueron cortadas a 5 um para su analisis histoldgico con
tres tinciones: hematoxilina-eosina (HXE), acido peryddico de Schiff (PAS) contrastado con
hematoxilina y Von-Kossa (VK) contrastado con HXE. Las dos primeras se utilizaron para
evaluar la morfologia celular y arquitectura del glomérulo, los tubulos, el intersticio y las
arterias mientras que la tincién de Von Kossa se utiliz6 para resaltar las areas calcificadas.
Se obtuvieron iméagenes de todos los campos de cada seccion y de todos los animales a 40x.
La valoracion del dafio renal se hizo de forma descriptiva por dos observadores
independientes y desconocedores de a qué grupo pertenecian las muestras que estaban

valorando, segun los indices descritos en la Tabla 2.
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Tabla 2. Indice histolégico para valoracion del dafio y calcificacion renal en tincion de
HxE, PAS y VK.

Parametro Puntuacion

Glomérulos Normal 0
Proliferacién mesangial
Aumento del espacio de Bowman
Fibrosis

Tabulos Normal
Alteracion de la arquitectura
Vacuolizacion
Atrofia

WN PO WN -

HXE y PAS

Intersticio Normal
Infiltrado
Fibrosis

Aurterias Normales
Hiperplasia leve
Hiperplasia moderada
Hiperplasia grave

WNPFPO M-, O

Calcificacion  Numero total de calcificaciones en
tubular el tdbulo por corte histologico

Calcificacion Numero total de -calcificaciones

VonKossa _ariolar arteriales por corte histoldgico

Calcificacion Numero total de calcificaciones
intersticial intersticiales por corte histologico

Calcificacion Promedio de calcificaciones por
global grupo

A menor puntuacion, menor severidad de la lesion.

4.6.4 Procesado de las aortas

Inmediatamente tras el sacrificio se diseccionaron las aortas desde el arco hasta la
bifurcacion iliaca y se fijaron en PFA al 4% durante dos horas. Posteriormente se

deshidrataron con etanol y se incluyeron en parafina.
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4.6.4.1 MicroCT adrtico

Se realizd a 180° incluyendo todo el tejido adrtico. Los parametros utilizados para
este tejido fueron: Voltaje de 50 kW, 800 pAmperios, no se utilizé ningan filtro, resolucion
de 14 um, tiempo de exposicion de 1600 milisegundos, paso de rotacion de 0,3° y un frame
average de 3. La correccion de campo plano se realizé diariamente. Los valores de
correccion del coeficiente de atenuacion, la dureza del rayo y el suavizado del mismo,
fueron iguales para todas las muestras. Se obtuvieron 616 imagenes que se reconstruyeron
utilizando el software NRecon® (SkyScan, Antwerpen) para ser analizadas posteriormente
con el software CTAN. La reconstruccion de modelos en 3D se realizd utilizando el
algoritmo doble-time-cubes para ser visualizado con el programa CTVol. ElI umbral
utilizado para todas las muestras fue de 0,3 — 0,7 g/cm® de BMD y el umbral para

determinar las calcificaciones fue de 0,6 — 0,7 g/cm® de BMD.
Con el fin de obtener resultados de referencia sobre aortas de ratas sanas, se sacrificaron
3 animales de la misma variedad, sexo y edad, siguiendo el mismo protocolo de fijacion y

de escaneo aortico (Tabla 3).

Tabla 3. Referencias de MicroCT adrtico en ratas sanas

Parametros de medida Control
Volumen total de la aorta (TV) en mm°. 40+05
Volumen de las calcificaciones (Obj.Ven) en mm®. 0,0+0,0
Porcentaje de calcificacion (Obj.V/TV) en % 0,0+0,0

4.6.5 Estudio del hueso

4.6.5.1 Procesado de las tibias

Después del sacrificio, se extrajeron los segmentos proximales de las tibias y se
eliminoé el tejido adyacente. Ambas tibias se fijaron con paraformaldehido (PFA, Sigma-

Aldrich, Madrid) al 4% durante 24 horas a 4°C; la tibia derecha se escogi¢ para analisis
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histolégico y la izquierda para analisis en microescaner (MicroCT). Para el anélisis por
microCT se sometid a las tibias izquierdas a un proceso de deshidratacion gradual hasta
llegar a etanol al 100%. Antes de escanearlas, cada tibia se envolvio con papel y este se
humedecié con agua para evitar la deshidratacion de la muestra. Inmediatamente se
introdujo en un tubo para mantenerla firme al pasarla por el escaner. Las tibias derechas se
incluyeron en metil-metacrilato (MMA) con modificaciones al protocolo de Erbensyy,
técnica inicialmente descrita por Wolf(112). Una vez terminado el proceso de inclusion, se
realizaron cortes de 5 um de grosor utilizando un micrétomo Microm HM355S (Microm,
Thermo Fisher Scientific, Madrid) con cuchillas de carburo de tungsteno. Antes de realizar
las tinciones especificas, cada seccion llevé un proceso que se inicié con su colocacion
sobre un portaobjeto tratado previamente con TESPA® (3-aminopropiltrietoxi-silano,
Sigma, Madrid), luego se estiraron cuidadosamente con etanol al 70%, se protegieron con

una lamina de polietileno y se prensaron y secaron durante 48 horas a 37°C.

4.6.5.2 Analisis de la mineralizacion

Para valorar la matriz mineralizada del cartilago de crecimiento y del hueso se
realizd una tincion de Von Kossa (AgNOs al 1% (Sigma, Madrid) y Na,S,03 (Merck,
Darmstadt) al 1% en agua destilada) contrastada con azul de toluidina (Sigma, Madrid).
Esta tincion tifie de color negro intenso las estructuras en proceso de mineralizacion o ya
calcificadas cuyo contenido principal es el fosfato calcico. Se capturaron iméagenes con una
camara digital Olympus DP11 acoplada a un microscopio Olympus BX41 (Olympus
Espafia, Barcelona) bajo objetivo 20x. Para delimitar el area a medir, cada imagen se
proceso digitalmente con Adobe Photoshop CS® (Adobe Systems Inc., Dublin) y se
procedié a su analisis con el software Osteo® version 13.2.6 (Bioquant USA) tomando la
distancia en micras (um) en entre la unién osteocondral hasta el final de la linea de

mineralizacion.

Con el fin de obtener resultados de referencia del analisis con el software Osteo® en

tibias de ratas sanas, se sacrificaron 3 animales de la misma variedad, sexo y edad,
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siguiendo el mismo protocolo de fijacion, inclusion y tincién. La referencia obtenida en

ratas sanas para la altura de la mineralizacion tibial con Osteo® fue de 57,1 £1,6 um.

4.6.5.3 Analisis de la resorcion 6sea

La actividad de los osteoclastos/condroclastos se identifico mediante la actividad
enzimatica de la fosfatasa &cida resistente al tartrato (TRAP). Para el proceso de
incubacidon a 37°C se utilizé una solucion Tris-HCL 0,2 M, pH=9,5 que contiene 1,5 ml de
acetato sédico 50mM, pH=5,2 (Sigma, Madrid), 60 ul de tartrato sédico 1M (Sigma,
Madrid) y media tableta de Fast Red® (Roche, Basel). Se capturaron imagenes con una
camara digital Olympus DP11 acoplada a un microscopio Olympus BX41 (Olympus
Espafia, Barcelona) bajo objetivo 20x. Para delimitar el area a medir, cada imagen se
proceso digitalmente con Adobe Photoshop CS® (Adobe Systems Inc., Dublin) y se
procedio a su andlisis con el software Osteo® version 13.2.6 (Bioquant, USA) haciendo un
recuento del nimero de células TRAP positivas en una superficie de 300 um desde la union

osteocondral hacia la espongiosa primaria.

Con el fin de obtener resultados de referencia del analisis con el software Osteo® sobre
tibias de ratas sanas, se sacrificaron 3 animales de la misma variedad, sexo y edad,
siguiendo el mismo protocolo de fijacion, inclusion y tincion. La referencia obtenida del
namero de osteoclastos o células TRAP positivas en ratas sanas para la altura delimitada de
300 um (Relacion N.Oc/TV) con Osteo® fue de 139,0 £8,9.

4.7  Analisis tridimensional y microarquitectura

Se realiz6 escéner de las muestras 6seas con el microCT SkyScan 1174 (SkyScan,
Antwerpen) ubicado en la Unidad de Imagen Preclinica del bioterio de la Universidad de
Oviedo. El escaner fue de 180° incluyendo la region comprendida entre la epifisis proximal
y la mitad de la tibial analizando la arquitectura tanto de hueso trabecular (espongiosa
primaria y secundaria) como de hueso cortical. Los pardmetros usados para este protocolo

fueron: Voltaje de 50 kW, 800 pAmperios, filtro de aluminio 0,5 mm, resolucion de 9,45
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pum, tiempo de exposicion de 5500 milisegundos, paso de rotacion de 0,3° y un frame
average de 2. La correccion de campo plano se realiz6 una vez al dia antes de iniciar el
escaneo. Los valores de correccion del coeficiente de atenuacion, la dureza del rayo y el
suavizado fueron iguales para todas las muestras. De cada muestra se obtuvieron 1222
imagenes que fueron reconstruidas utilizando el software NRecon® (SkyScan, Antwerpen)
y posteriormente analizadas morfométricamente con el software CTAN. La reconstruccion
de modelos en 3D se realizé utilizando el algoritmo doble-time-cubes para ser visualizado
con el programa CTVol. En la metéfisis proximal de la tibia se analizaron 75 cortes
transversales de espongiosa primaria y 200 de espongiosa secundaria. El hueso cortical se
evalu6 en la diéfisis tibial mediante 150 imagenes. Los parametros morfométricos y
umbrales utilizados para cada segmento se describen en la tabla 4. La terminologia y
unidades utilizadas en esta valoracion siguieron las recomendaciones establecidas por el

Committee of the American Society for Bone and Mineral Research(i1s).

Tabla 4. Pardmetros morfométricos y umbrales éseos utilizados en el microCT

Zona Parédmetro Nomenclatura Unidades Umbrales
internacional
Densidad mineral 6sea  BMD g Ca™t/lem’
Porcentaje de volumen BV/TV %
Hueso 6seo 0,3g/cm®—1,9
trabecular NUmero de trabéculas (Th.N) 1/um g/cm® de BMD
Grosor de las trabéculas  Th.Th pm
Separacion trabecular Th.Sp pm
Volumen 6seo cortical BV mm®
Hueso Grosqr cortical Ct.Th (rJnm 0.8 glem® 1.9
cortical Por(?3|dad hueso Ct.B.Po % g/em® de BMD
cortical
Densidad tejido mineral TMD glem®

Con el fin de obtener resultados de referencia de los pardmetros morfométricos y
umbrales 6seos en microCT con tibias de ratas sanas, se sacrificaron 3 animales de la

misma variedad, sexo y edad, siguiendo el mismo protocolo (Tabla 5.).
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Tabla 5. Referencias de mineralizacién tibial en MicroCT en ratas sanas

Espongiosa primaria Control
Densidad mineral 6sea (BMD) g Ca™*/cm® 0,4+0,0
Porcentaje de volumen 6seo (BV/TV) % 474 +4,1
NUmero de trabéculas (Th.N) 1/um 6,8+0,5
Grosor de las trabéculas (Th.Th) um 69,2 £0,7
Separacion trabecular (Tb.Sp) um 94,8+8,5
Espongiosa secundaria Control
Densidad mineral 6sea (BMD) g Ca**/cm® 0,2+0,0
Porcentaje de volumen 6seo (BV/TV) % 18,1+238
Numero de trabéculas (Th.N) 1/um 2,704
Grosor de las trabéculas (Th.Th) um 67,4+0,1
Separacion trabecular (Th.Sp) um 216,5+ 24,8
Hueso cortical Control
Volumen 6seo cortical (BV) mm3 38%0,2
Grosor cortical (Ct.Th) mm 0,3%£0,0
Porosidad hueso cortical (Ct.B.Po) % 25204
Densidad tejido mineral (TMD) g/cm3 1,1+£0,0

4.8 Andlisis estadistico

Los resultados de cada grupo se expresan como la media + error estandar de la
media (EEM). Las diferencias entre los grupos fueron comparadas mediante un analisis de
varianza (ANOVA), seguido del test de Newman-Keuls. Un valor de p igual o menor de
0,05 fue considerado significativo. Todo el tratamiento estadistico de la informacion se
realiz con el programa SPSS® 15.0 (SPSS Inc, Chicago, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Bioquimica sanguinea

51.1 PTH

La validacion del modelo experimental se baso en la disminucion de los niveles de
PTH en los dos grupos tratados. Hubo diferencias entre los grupos Nx y NxC. No sucedid
lo mismo con el grupo tratado con paricalcitol aunque si mostr6 una evidente tendencia

hacia la reduccion de la PTH (Figura 4.).

Figura 4. Efecto del paricalcitol y calcitriol sobre los niveles séricos PTH en los grupos
NXx, NxP y NxC.
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Los datos son expresados como media (especificada para cada grupo en la base de las columnas) + EEM
2 diferente de Nx (p<0,01); ° diferente de NxP (p<0,05).

5.1.2 Calcio y Fosforo

La Tabla 6 muestra la biogquimica sanguinea relativa al Ca y P el dia del sacrificio.
No hubo diferencias significativas entre los grupos tratados y el control, ni entre los dos
grupos tratados en los valores de Ca, P, ni en el producto CaxP.
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Tabla 6. Niveles séricos de calcio, fosforo y producto calcio x fésforo (CaxP) de los
animales Nx, NxP y NxC.

NXx NxP NxC
Calcio (mg/dl) 8,7+0,3 8,7+0,3 85+0,3
Fésforo (mg/dl) 116+1,9 10,0+0,9 11,9+0,7
Producto CaxP (mg?/dI?) 99,3+ 14,5 86,4+ 7,5 100,9 + 7,0

Los datos son expresados como media + EEM.

5.1.2.1 Balance externo de calcio y fosforo

Se muestra en las Tablas 7 y 8, y en la Figura 5. Por lo que respecta al calcio hubo una
mayor excrecion urinaria de calcio en ambos grupos tratados pero significativa en NxP

frente a Nx.

Tabla 7. Ingesta, excrecion y absorcion neta de calcio (Ca)

NX NxP NxC
Caen la dieta (%) 0,7 0,7 0,7
Ingesta total de Ca (mg/dia) 90,4+6,2 845+49 67,0+£9,8
Ca en heces (mg/dia) 21,7+16 35,8+6,7 219+1,1
Absorcion neta Ca (mg/dia) 68,7+ 6,4 48,7+9,0 451+94
Ca en orina (mg/100g/dia) 2,1+0,2 3,8+0,42 3,1+0,9
Balance Ca (mg/dia) 68,1+ 6,3 48,0+£8,9 443+123

Absorcion neta (mg/dia) = ingesta - excrecidn fecal
Balance (mg/dia) = absorcidn neta - excrecién urinaria
Los datos son expresados como media = EEM

a diferente de Nx (p<0,01)

En relacion con el P, el grupo tratado con calcitriol tuvo menor excrecion urinaria (p
0,013) NxC. La absorcion neta de P y el balance de este elemento fue menor en el grupo

NXxP, asi como la reabsorcién tubular de fosfatos (RTP) fue menor en NxC.
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Tabla 8. Ingesta, excrecion y absorcion neta de fosforo (P)

NX NxP NxC
P en el agua 0,25% 0,25% 0,25%
Ingesta P en agua (mg/dia) 131,5+£8,5 951+7,8 118,6 £ 11,6
P en la dieta 0,6% 0,6% 0,6%
Ingesta P en pienso (mg/dia) 775+53 724+42 575+84
Ingesta total P (mg/dia) 209+11,8 1676 £11,5 176,1+£18,9
P en heces (mg/dia) 19,8+ 0,5 30,351 19,0+0,9
Absorcion neta P (mg/dia) 189,1+12,0 137,3 + 13,32 157,1 + 18,7
P en orina (mg/100g/dia) 124 £ 16 134,4+£9,8 110,1£13,1
RTP (%) 129+1,6 11,3+1,8 6,8 + 0,9*°
Balance P (mg/dia) 158,0 £ 12,0 1126 £11,78 1355+17,0
RTP: reabsorcion tubular de fosfatos
Absorcion neta (mg/dia) = ingesta - excrecion fecal
Balance (mg/dia) = absorcién neta - excrecién urinaria
Los datos son expresados como media + EEM. * diferente al grupo Nx (p<0,05).
Figura 5. Balance de calcio (Ca) y fésforo (P) en los tres grupos.
m Balance Ca
® Balance P

Nx NxP NxC

Balance (mg/dia) = absorcion neta - excrecion urinaria.
Los datos son X £ EEM. ? diferente al grupo Nx (p<0,05).
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5.2 Crecimiento corporal

Los datos relativos a nutricion (ganancia de peso, ingesta acumulada y eficacia de la
alimentacion) mostraron una menor ingesta acumulada en el grupo NxP frente al grupo NXx.
La eficacia en la alimentacion fue menor en el grupo NxC. No hubo diferencias en la
ganancia de peso. El incremento en longitud hocico-cola tampoco mostro diferencias entre

los tres grupos de ratas (Tabla 9.).

Tabla 9. Crecimiento y nutricion de los animales Nx, NxP y NxC.

NX NxP NxC
Ganancia peso () 57,140 419+7,1 40,0£7,0
Ingesta acumulada (g) 251,1+124 211,3 £ 13,6° 229,0x7,1
Eficacia de la alimentacion (g/g) 0,2+0,01 0,2 +0,02 0,1+ 0,022
Ganancia longitud (cm) 6,7+0,4 52+0,7 57x09

Eficacia de la alimentacion = ganancia de peso/ingesta acumulada.
Los datos son expresados como media + error estdndar de la media.
* diferente al grupo Nx (p<0,05).

5.3 Daio renal

5.3.1 Funcién renal

Respecto a la proteinuria, los tres grupos presentaron proteinuria masiva sin
diferencias en la magnitud de la misma. La depuracion de creatinina en el grupo NxC fue

claramente mayor comparada con los otros dos grupos (Tabla 10.).
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Tabla 10. Diuresis, proteinuria, creatinina sérica y depuracion de creatinina en

grupos Nx, NxP y NxC.

NX NxP NxC
Diuresis 184 +1,7 144+11 16,1+1,3
(ml/dia)
Proteinuria 253,7 £ 36,5 347,0 £ 69,8 293,0 £ 64,8
(mg/100g/dia)
Creatinina sérica 1,1+0,1 09+0,1 0,8+0,1%
(mg/dl)
Depuracion de creatinina 190+1,6 16,2+0,9 27,5+ 2,8

(ml/min/100g)

Los datos son X + EEM. 2 diferente al grupo Nx ” diferente al grupo NxP (p<0,05).

5.3.2 Histologia renal

La valoracion histologica mediante las tinciones de HXE y PAS mostr6 en todos los
grupos las alteraciones propias de las caracteristicas de la ERC de estadio avanzado:
degeneracion hidrépica, vacuoalizaciéon y atrofia tubular, desprendimiento celular con
detritos y cilindros en el lumen de algunos cortes. No obstante, aunque sin diferencias
estadisticas, los grupos sometidos a tratamiento, NxP y NxC, mostraron mayor compromiso
tubular asi como abundante fibrosis intersticial, exhibiendo ademas un importante infiltrado
inflamatorio intersticial peritubular difuso de predominio linfocitico (Tabla 11 y Figura 6).

En la tincién con VK para calcificacion renal se observaron diferencias.

Tabla 11. Valoracion histolégica del dafio renal con tincion de HXE y acido PAS

contrastado con hematoxilina.

NX NxP NxC

Lesion glomerular 1,29+0,18 2,00+£0,49 0,88%0,35

Afectacion tubular 0,75+0,41 157+037 1,71+0,18°
HE  Engrosamiento arterias 0,67+048 129+047 0,29+029

Afectacion Intersticial 0,13+0,13 0,33+0,33 0,38+0,26

Tabulo- intersticial 057+0,19 0,14+0,14 1,20 +0,49°
PAS  Arterial 0,86 +0,43 0,83+054 1,00+0,63

Glomerular 043+0,19 0,67+0,33 0,00+0,00

Una puntuacion mas baja indica menor severidad de la lesion.
Los datos son X + EEM. 2 diferente al grupo Nx (p<0,05). b diferente al grupo NxP (p<0,05).
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Figuras 6. Imégenes representativas de la histologia renal en los grupos Nx, NxP y
NxC con tinciones HXE y PAS.

Grupo nefrectomizado (NXx).
Conserva arquitectura tubular.
No hay infiltrado intersticial.

Grupo nefrectomizado tratado
con paricalcitol (NxP). Nefritis
tubulointersticial con importante
infiltrado inflamatorio y perdida
de la arquitectura renal.

Grupo nefrectomizado tratado
con calcitriol (NxC). Nefritis
tubulointersticial con
desprendimiento de las células
tubulares.

5.4 Calcificacion en tejidos blandos

5.4.1 Calcificacion renal

La valoracion histologica del tejido renal con tinciones de Von-Kossa contrastada
con HXE, revelaron la presencia de areas calcificadas en de predominio tubulointersticial en
el grupo NxP. Respecto a la calcificacion arterial solo se observé en los grupos Nx y NxP

sin diferencias estadisticas (Tabla 12 y Figuras 7.).

Tabla 12. Valoracion histolégica de la calcificacion en tejido renal con tincién de Von

Kossa

NXx NxP NxC
Calcificacion tubular 050+053 0,86+0,38 0,00+0,002°
Calcificacion vascular 0,25+046 0,14+0,38 0,00 £ 0,00
Calcificacion intersticial 0,63+052 0,86+0,38 0,29+0,49°
Calcificacion global 1,37+0,32 185+0,34 0,28+0,18%°

Una puntuaciéon mas baja indica menor severidad de la lesion.
Los datos son X + EEM. 2 diferente al grupo Nx (p<0,05), ° diferente al grupo NxP (p<0,05).
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Figuras 7. Imagenes representativas de histologia renal en los grupos Nx, NxP y NxC

Grupo nefrectomizado Nx. Grupo nefrectomizado tratado Grupo nefrectomizado tratado
Resolucion 20x. Hiperplasia con paricalcitol (NxP). con calcitriol (NxC).
pared arteriolar sin calcificacion. Resolucién 40x. Calcificacion Resolucién 20x. Hiperplasia de
arteriolar renal. la pared arteriolar sin
calcificacién.

5.4.2 Calcificacion vascular adrtica

El andlisis por microCT mostr6 un mayor porcentaje de calcificaciones aorticas en
el grupo NxP que en los otros grupos (Nx 0,51+ 0,18, NxP 16,50+ 6,672, NxC 10,95+
6,74%)(Los datos son X+ EEM. adiferente al grupo Nx (p<0,05) (Figuras 8).

Figuras 8. Reconstruccion tridimensional de las calcificaciones adrticas en los grupos
NX, NxP y NxC.

Aorta en grupo Nx Aorta en grupo NxP Aorta en grupo NxC
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5.5 Estructuray metabolismo de los huesos largos y del cartilago de crecimiento

5.5.1 Resorcion dsea

En el analisis de la TRAP, la espongiosa primaria mostré un aumento en el nimero
de osteoclastos activos en relacion al volumen 6seo en el caso de los grupos Nx y NxP. El
tratamiento con calcitriol no modifico este indice.

Tabla 13. Actividad osteoclastica en los grupos Nx, NxP y NxC cuantificada con
Osteo®.

Control NX NxP NxC
Relacion 139,01 £8,9  239,9 +9,62 263,1 £27,02 166,27 #11,3 ¢
N.Oc/TV
TV Volumen tisular en um N.Oc NUmero de osteoclastos activos.
Los datos son X+EEM.

2 diferente al valor control de referencia; ° diferente al grupo Nx; © diferente al grupo NxP ((p<0,05)

Figuras 9. Actividad osteocléstica por TRAP de la placa de crecimiento de los grupos
control, Nx, NxP y NxC. Reconstruccion digital de imagenes representativas del cartilago

de crecimiento para cuantificacion de TRAP en Osteo®

Grupo Nx Grupo NxP Grupo NxC
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5.5.2 Mineralizacion

La tincion con VonKossa + Hematoxilina + Ponceau, revelo a nivel de la union
osteocondral un aumento en la mineralizacion trabecular (um) en los grupo Nx y NxP
frente al control (Control 57,11+ 1,6,Nx 82,58+ 4,12 NxP 81,66+ 8,42 NxC 70,44+ 1,9%")
Los datos son X + EEM. 2 diferente al valor control de referencia; ° diferente al grupo Nx; ©
diferente al grupo NxP (p<0,05). El calcitriol disminuyd la altura del frente de
mineralizacion aunque no consiguié normalizarlo, segun los valores control de referencia

de la seccion “Material y Métodos™.

Figuras 10. Altura de la mineralizacion de la placa de crecimiento de los grupos
control, Nx, NxP y NxC con tincion de VK. Reconstruccion digital de fotos del cartilago

de crecimiento para medicion altura de la mineralizacién con Osteo®

Grupo Nx Grupo NxP Grupo NxC

5.5.3 Morfometria y microarquitectura 6sea

5.5.3.1 Espongiosa primaria

La densidad mineral del hueso a nivel de la espongiosa primaria fue menor en los
tres grupos de ratas urémicas comparada con los valores controles de referencia (Tabla 14.).
El porcentaje de volumen 6seo, el numero de trabéculas, y su separacion fueron diferentes
en los grupos tratados con respecto al Nx y a los valores normales de referencia de la

seccion de “Material y Métodos”.
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Tabla 14. Densidad mineral dsea y caracteristicas de la espongiosa primaria

analizadas con microCT.

Control NX NxP NxC
BMD g (Ca++/cm®) 0,4+0,0 0,3 0,0 0,3+ 0,0 0,3 + 0,0
BV/ITV (%) 474+ 4,1 431+1,9 29,7+2,9°  283+5,0"
Tb.N (1/um) 6,8+0,5 7,0+0,2 51+0,6 47+0,7°
Tb.Th (um) 69,2 +0,7 61,3+2,1 59,6 + 1,82 59,7 + 2,32
Tb.Sp (um) 948 +85 894+27  1495+245" 1559+ 27,6

BMD: Densidad mineral 6sea. BV/TV Porcentaje de volumen 6seo. Th.N: NUmero de trabéculas. Th.Th:
Grosor de las trabéculas. Th.Sp: Separacion trabecular. Los datos se expresan como X = EEM.
2 diferente al valor control de referencia; ° diferente al grupo Nx (p<0,05).

5.5.3.2 Espongiosa secundaria

A nivel de la espongiosa secundaria, el tratamiento con calcitriol ejercié efecto
adicional al producido por el fallo renal cronico haciendo al hueso ain mas distinto del
control sano. Esto ocurri6 para todos los parametros cuantificados a excepcion de la

separacion entre las trabéculas.

Tabla 15. Densidad mineral dsea y caracteristicas de la espongiosa secundaria

analizadas con microCT.

Control NX NxP NxC
BMD g (Ca++/cm®) 0,2+0,0 0,3 + 0,02 0,4+0,1 0,5+ 0,0°
BVITV (%) 18,1+2,8 295+1.1 43,6 9,1 45,9 + 4,12°
Tb.N (1/um) 2,704 42+0,1 59+1,2 5,7 + 0,5%°
Tb.Th (um) 67,4+0,1 71,0+£1,3*  725+19  80,4+342°
Tb.Sp (um) 2165+248 189,155  186,8+59,3 186,1+24,1

BMD: Densidad mineral 6sea. BV/TV Porcentaje de volumen 6seo. Th.N: NUmero de trabéculas. Th.Th:
Grosor de las trabéculas. Th.Sp: Separacion trabecular. Los datos se expresan como X + EEM. Los datos se
expresan como X + EEM. @ diferente al valor control de referencia; ° diferente al grupo Nx (p<0,05).

5.5.3.3 Hueso Cortical
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Tanto el grosor de la zona cortical como la densidad del tejido mineral estuvieron
disminuidos en el grupo Nx, mientras que la porosidad sufrié un incremento muy llamativo.
Ninguno de los dos tratamientos fue capaz de mejorar estos valores hacia la situacion
control teniendo en cuenta los valores control de referencia. Tanto el paricalcitol como el

calcitriol tuvieron efecto negativo sobre el volumen del tejido cortical.

Tabla 16. Volumen 6seo, grosor, porosidad y densidad del tejido mineral en el hueso

cortical analizadas con microCT.

Control NX NxP NxC
BV (mm®) 38+0,2 34+0,1 2,6 +0,32° 2,7 +0,32°
Ct.Th (mm) 0,30+ 0,0 0,16 + 0,02 0,12 + 0,0 0,12 40,0
Ct.B.Po (%) 25+0,4 15,2 +3,3 16,6 + 2,72 20,9 + 2,12
TMD (g/cm®) 1,13+0,0 1,01 0,0 0,98 + 0,0 1,02 + 0,02

BV: Volumen 6seo cortical. Ct.Th: Grosor cortical. Ct.B.Po: Porosidad hueso cortical. TMD: Densidad
tejido mineral. Los datos se expresan como X + EEM. 2 diferente al valor control de referencia; ° diferente al
grupo Nx (p<0,05).

Figuras 11. Reconstruccion tridimensional de imagenes representativas por microCT

de tibias de un control sano, Nx, NxP y NxC, planos frontal y lateral.

Grupo Control (frontal) Grupo Control (lateral)
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Grupo Nx (frontal) Grupo Nx (lateral)

Grupo NxP (frontal) Grupo NxP (lateral)

Grupo NxC (frontal) Grupo NxC (lateral)




Figuras 12. Reconstruccién tridimensional de imagenes por microCT de poros en
corte transversal de hueso cortical de grupos Nx, NxP y NxC. Los poros son

representados por imagen sélida.

Grupo Nx Grupo NxP Grupo NxC
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6 DISCUSION

6.1 EIl modelo experimental

La nefrectomia subtotal o de 5/6 es un modelo ampliamente empleado de ERC, util
para investigar los mecanismos fisiopatologicos de esta entidad y, cuando se prolonga el
seguimiento, para reproducir la glomeruloesclerosis secundaria a la disminucion de la masa
renal funcionante que acaece en los seres humanos. Una vez adquirida la experiencia, la
cirugia es facil de ejecutar, el protocolo produce proteinuria y reduccion de la TFG, y
aungue no se utilizé en esta ocasion, ofrece la posibilidad de comparar el rifion terminal con
el rifién sano de la primera nefrectomia en un mismo individuo. Desde la implementacion
de esta técnica en nuestro laboratorio en el afio 1991 para el estudio del hipocrecimiento en
la ERC, la tasa de complicaciones y muerte ha sido baja, y este estudio no fue la excepcién
con una mortalidad del 4,2%. Un animal del grupo NxP muri6 durante el protocolo, sin que
se pudiese establecer relacidn causal con el procedimiento quirurgico y/o con el tratamiento
farmacoldgico.

Previamente al protocolo final utilizado en este trabajo se ensayaron otros dos,
basados en experimentos realizados por nuestro grupog14), buscando un modelo de rapida
induccion de HPTs para no sobrepasar la edad prepuberal de la rata, y que ofreciera la
condiciones patoldgicas necesarias para evaluar la actividad terapéutica de los AVDR. El
primero utiliz6 ratas con nefrectomia 5/6 frente a un grupo Sham y pair-fed, comparando la
administracion de paricalcitol, paricalcitol mas hormona de crecimiento (GHr), y ratas sin
tratamiento. La dosis de paricalcitol fue de 0,24 pg/kg cada 48 horas por via intraperitoneal
(IP) con una dieta de alto contenido en P (1,2%) para todos los grupos. Con este modelo,
similar al trabajo de Jiang y cols.(115), Se consiguié producir HPTs gracias a una dieta rica
en fosfatos adicional a la ERC. Sin embargo, este modelo fallé en conseguir una reduccion
de la PTH con el tratamiento con AVDR, lo que motiv6 a cambiar la estrategia aumentando
la dosis de paricalcitol a 0,24 ng/kg cada 24 horas IP, conservando el grupo tratado con
GHr y paricalcitol a la nueva dosis, y adicionando un grupo tratado con calcitriol a una
dosis equiparable a la del activador selectivo, de 0,08 pg/kg cada 24 horas IP, mientras la
dieta continud alta en P para los tres grupos. En esta oportunidad a pesar de la titulacion de

la dosis de los AVDRs tampoco se logré una reduccién significativa en los valores de PTH,
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y de forma llamativa igual que en el primer protocolo, los niveles séricos de P fueron
inusualmente altos. La falta de respuesta de la PTH al tratamiento con AVDRs tanto
selectivos como no selectivos, pudo deberse a varias situaciones: a una disminucion en el
aclaramiento renal de PTH(u16, @ una mayor estabilidad de la molécula de PTH en
ambientes hiperfosforémicosgz) y/o a la represion del ARNm del PTHR con dietas ricas en
Puin.

Finalmente se administré una dosis fija de paricalcitol 1 pg y calcitriol de 0,25 pg
por sonda orogastrica cada 48 horas con el fin de reducir la PTH manteniendo los valores
séricos de Ca y P dentro de limites normales, y paralelamente se disminuyd el contenido de
P en la dieta (0,85%). En esta ocasion se evaluaron la morfometria 6sea, el balance mineral
total asi como los depdsitos de calcio en tejidos blandos como aorta y rifion, disminuyendo
la prioridad del analisis de crecimiento y virando hacia un modelo de calcificacion vascular
que investiga y compara los efectos de un AVDR selectivo contra uno no selectivo, bajo
una dieta moderadamente alta en P. El protocolo establece un paralelismo con la préactica
clinica en sujetos en estadios prepuberales con ERC y el efecto de la intervencién
terapéutica con AVDRs sobre el metabolismo mineral, la osificacion endocondral y el
crecimiento. Sin embargo, como se comentard también posteriormente, algunos de los
efectos encontrados indican que el modelo obtenido fue “agresivo” y de alguna manera
“extremo” permitiendo el andlisis de mecanismos fisiopatologicos pero no reproduciendo
adecuadamente muchas situaciones clinicas de ERC mas progresivas y posiblemente menos
“violentas”. No obstante, con mayor o menor extension, ésta es una limitacion de los
estudios experimentales en animales, maxime en nuestro caso en el que la necesidad de
emplear ratas prepuberales, para el mejor andlisis del crecimiento, obliga a que las
intervenciones terapéuticas o dietéticas produzcan un efecto apreciable en un breve plazo

de tiempo.

6.2 Hiperparatiroidismo secundario

La validacion del modelo experimental se basd en el desarrollo de un marcado
HPTs y de la disminucion de los niveles de PTH en los dos grupos tratados. Si bien se

encontraron diferencias entre los grupos Nx y NxC, no sucedid lo mismo con el grupo NxP
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gue mostré una tendencia a la reduccion de la PTH sin poder estadistico. Si bien en este
sentido el tratamiento con paricalcitol fue menos efectivo, se logré una disminucion de un
38% del valor de PTH lo cual se sitda dentro del rango diana de descenso entre un 30 -
60% de los valores de PTH recomendado en las guias mundiales de manejo del HPTs a
ERC1g) y sitiia a ambos farmacos como posibles opciones para el tratamiento de este HPTSs.
Varios condicionantes pueden explicar que la concentracion sérica de PTH encontrada en el
grupo NXP no haya sido diferente con significancia estadistica de la del grupo Nx. Asi, es
presumible que la inclusion de un mayor numero de animales por grupo, la posibilidad de
haber comparado cada individuo consigo mismo antes y después del tratamiento asi como
la obtencion de un HPTs menos acusado hubiera permitido encontrar una diferencia
significativa. A este respecto la fiabilidad de las medidas de PTH sérica fue comprobada
enviando muestras a otros laboratorios con experiencia en el analisis de PTH en estudios
experimentales, ratificandose los resultados obtenidos en nuestro experimento. Un meta-
andlisis reciente que incluyé 10 estudios clinicos con 734 pacientes compar6 la eficacia de
paricalcitol y AVDR no selectivos en el tratamiento del HPTs sin encontrar diferencias
estadisticas, ni en la reduccion de la PTH ni en la proporcion de pacientes que alcanzaron la
diana esperada, definida como una reduccion entre el 30 y 50% de los valores iniciales de
PTH(119).

Estudios en humanos han establecido que la relacion de dosis entre calcitriol y
paricalcitol ideal para lograr un efecto sobre la PTH es de 4:1(120) relacion que se utilizé en
nuestro estudio (paricalcitol 1 pg: calcitriol 0,25 pg), aunque no existan datos publicados
en la literatura que validen esta equivalencia en ratas jovenes. Respecto la duracion del
tratamiento, estudios en ratas adultas han demostrado la eficacia del paricalcitol en dosis
entre 0,008 y 0,01 pg/rata IP en periodos de 2 semanas(i21) de 8 semanas(izz) y hasta de 15
semanasi20) con un contenido de P en la dieta cercano a 0,8% en los dos primeros y normal
en el Gltimo. En el presente estudio, el impacto sobre la PTH se buscé a los 22 dias
intentando no sobrepasar la etapa puberal de la rata por lo que desconocemos si con
periodos mas largos de tratamiento el comportamiento hubiese sido diferente. En humanos
con ERC, tanto la formulacion oral como parenteral de calcitriol han sido efectivas para

tratar o prevenir el HPTS(123 124). EN nuestro protocolo final, los AVDR se administraron por
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via oral y a dias alternos, una pauta similar a la seguida por pacientes con ERC en
predialisis o dialisis.

6.3 Balance mineral

Teniendo en cuenta la elevacion de creatinina entre 3-4 veces por encima de los
valores de referencia de ratas de similar edad en nuestro laboratorio en todos los grupos del
estudio, el modelo de ERC es comparable a un estadio 3 a 4 de ERC en humanos, con la
reduccion de la TFG necesaria para que se observen las alteraciones metabdlicas
subsiguientes. Aunque estudios en animales han demostrado menor efecto calcémico y
fosforémico del paricalcitol frente a los AVDR no selectivos como el doxercalciferol y el
calcitriolge 125) €n el presente estudio no hubo diferencias en los valores de Ca, P y producto
CaxP entre los grupos si bien hubo tendencia hacia un menor producto CaxP en el grupo
NXxP relacionado con un menor nivel en el P sérico. Pese a la potencia del tratamiento de
nuestro protocolo, no se detectd hipercalcemia en los grupos NxP y NxC, lo cual puede ser
explicado por la accion supresora del P de la dieta sobre la actividad de la vitamina D 126).
El meta-analisis publicado por Cai y cols. no encontrd diferencias estadisticas en la
calcemia, fosforemia o producto CaxP de los grupos tratados con paricalcitol frente a sus
grupos controles, asi como bajo un modelo estadistico de efecto-fijo, los episodios de
hipercalcemia en tres estudios no fueron diferentes entre la activacion selectiva del VDR y

el control(1).

El balance total de calcio fue similar en los tres grupos con tendencia a valores
menores de absorcion intestinal de Ca en los dos grupos con tratamiento frente al Nx. Esto
difiere de ciertas publicaciones en las que ratas urémicas tratadas con calcitriol exhibieron
un mayor contenido de VDR intestinal con mayor absorcién de calcio y el subsecuente
efecto hipercalcémico(zs). Otro estudio en ratas con funcion renal normal, demostré una
mayor absorcion intestinal de Ca y aumento de Ca urinario en el grupo tratado con
calcitriol frente al grupo con paricalcitol(121). En un estudio clinico con pacientes con ERC

estadios 2 a 4, el paricalcitol disminuyd la excrecién urinaria de Ca comparado al calcitriol
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az7). La ausencia de diferencias en el balance célcico entre los grupos de nuestro trabajo
puede deberse al efecto supresor del P de la dieta sobre la actividad intestinal del calcitriol
y/o a las caracteristicas Unicas del metabolismo mineral en individuos prepuberales en

situacion de rapido crecimiento y balance positivo de Ca.

En el balance de P, el grupo NxC revel6 una menor excrecion urinaria respecto al
grupo NXx pero esto no se tradujo en diferencias en la absorcion neta ni el balance total. Si
hubo diferencias entre el grupo NxP y el Nx basado en una menor absorcion intestinal neta
en el grupo tratado. Un estudio en ratas normales sometidas a dieta alta en P con contenido
normal de Ca(12¢) describié un aumento en las excreciones urinaria e intestinal de P, con una
disminucion de la excrecion urinaria de Ca sin afectar la excrecion intestinal. Por el
contrario, en nuestro estudio, la diferencia en el balance total de P en el grupo NxP se baso
en una mayor excrecion a nivel intestinal, lo que puede explicarse por la incapacidad para
incrementar la excrecién urinaria del P en la uremia que fue compensada a nivel intestinal
con la administracion de paricalcitol. Respecto al P, existen resultados antagénicos en
trabajos en humanos, uno de ellos reporta hiperfosforemia severa en pacientes tratados con
calcitriol frente a niveles casi normales en quienes recibieron paricalcitol(i29) y otro que

sefala valores de P similares en ambos grupos12).

6.4 Crecimiento corporal

Los datos relativos a nutricién (ganancia de peso, ingesta acumulada y eficacia de la
alimentacion) mostraron una menor ingesta acumulada en el grupo NxP frente al grupo Nx.
La eficacia en la alimentacion fue menor en el grupo NxC. No hubo diferencias en la
ganancia de peso a pesar de que se notd una menor ingesta global en el grupo NxP. El

incremento en longitud hocico-cola tampoco mostro diferencias entre los grupos.

6.5 Funcion e histologia renal

Los tres grupos de ratas de nuestro estudio mostraron alteraciones histologicas

congruentes con ERC en estadio terminal. Sin embargo, el grupo NxC mostr6 mayor
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afectacion tubular con un importante infiltrado inflamatorio intersticial de predominio
linfocitico aunque esto no se vio reflejado en la TFG, como se discute mas adelante. Los
tres grupos presentaron proteinuria masiva sin diferencias, al final de protocolo. Estudios en
ratas con ERC describen rangos de proteinuria entre 200-600 mg/24h, desde la segunda
semana de la nefrectomia 5/6 con hipertrofia glomerular en la fase aguda evolucionando a
esclerosis segmentaria y focal mas fibrosis intersticial y atrofia tubular para la cuarta
semanaso). La accion antiproteindrica de los AVDR se explica por diferentes acciones:
supresion del eje renina-angiotensina-aldosterona, regulacion de la inflamacion/fibrosis o
por efectos directos en el podocito. En un estudio experimental, la activacién de la
transcripcion del gen de la nefrina en cultivos de podocitos ejercié una accién protectora
antiapoptdtica directa sobre el podocito, conservando la integridad de la hendidura
diafragmatica y disminuyendo la filtracion de proteinasgsi). Otro estudio valida los efectos
de pleiotrdpicos del calcitriol y el paricalcitol reduciendo la expresion de mediadores
inflamatorios en un modelo experimental de diabetes en cultivos de células renalessy). Los
ensayos clinicos que evaltan el efecto pleiotropico de los AVDR sobre la proteinuria en
pacientes con diferentes estadios de ERC(107,133.134y mostraron modificaciones modestas del
cociente proteinuria/creatinuria mientras que en un estudio en proteinuria diabéticagssy no
se demostré un claro beneficio con al administracion de paricalcitol sobre el cociente
albuminuria/creatinuria ni sobre la funcion renal. En nuestro protocolo no hubo diferencias
en el grado de proteinuria entre los grupos, posiblemente por la magnitud del dafio
histoldgico lo cual no apoya la posible accién citoprotectora y antiinflamatoria de los
AVDR sobre el podocito.

Respecto a la funcion renal, el grupo NxC tuvo una mayor depuracion de Cr
comparada con los otros dos grupos, y no hubo diferencias entre los grupos NxP y Nx. Esto
puede explicar las diferencias encontradas en el grado de calcificacion adrtica y vasculatura
renal en favor del calcitriol. A pesar de la pobre sensibilidad de la Cr debido a la secrecion
tubular en individuos con TFG muy baja, se ha reportado un aumento de la Cr sérica en
pacientes con calcitriol que fue atribuida a la liberacion de creatina muscular al mejorar la
miopatia urémica gracias a la accion del AVDR36 pero en nuestro modelo no hubo este
aumento. Recientemente Agarwal y cols. determinaron el efecto del paricalcitol sobre la Cr
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sérica en pacientes con ERC encontrando un aumento significativo de estaos) 10 que apoya
los resultados de un meta-analisis que es consistente en demostrar que el uso de activadores
selectivos y no selectivos de VDR altera el metabolismo de la Cr sin afectar la funcién
renal medida por otros métodos(1s7). Las diferencias en la depuracion de Cr a favor de una
mejor funcion renal en el grupo NxC de nuestro protocolo, se pueden correlacionar con los
hallazgos de Chen y cols. en pacientes en hemodialisis. En dicho estudio, se determind
mediante regresion logistica que a mayor grado de calcificacién vascular menor funcion
renal residual(isg), Situacion idéntica a la observada en nuestro grupo NxC. Sin embargo, es
posible que las variaciones en la creatinina sérica entre nuestros grupos, se puedan atribuir

simplemente a diferencias en el grado de nefrectomia.

6.6 Calcificacion en tejidos blandos

La cuantificacion de calcificacion de la aorta por microCT mostré un porcentaje
diez veces mayor en el grupo NxC y 16 veces mayor en el grupo NxP frente a las Nx. Las
imagenes de microCT adrtico son representativas de las areas calcificadas sin observar
mayor calcificacion en la rata Nx y con altos grados de calcificacion en la NxP. La
hipercalcemia derivada de la activacion no selectiva del VDR es la situacion que varios
estudios aducen para encontrar una mayor calcificacion cardiovascular con la
administracion de calcitriolise, 140y pero no fue este nuestro caso. Un estudio clinico de
calcificacién valvular y adrtica comparando paricalcitol contra calcitriol, no mostro
diferencias entre los dos AVDR41). Una posible explicacion para que el grupo NxC, a
pesar de no tener un menor producto CaxP, indujera menos calcificacion tanto adrtica como
renal, podria explicarse por una mayor capacidad del calcitriol para restaurar la
sefializacion paracrina/intracrina de la vitamina D en tejidos periféricos sin aumentar
necesariamente los niveles de Ca o P. En las células endoteliales, el calcitriol es capaz de
inhibir la activacion de citoquinas y la expresion de moléculas de adhesion tipo TNF — a,

como lo demostraron Zehnder y colaboradoresi42).
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6.7 Metabolismo 6seo

Con respecto a la valoracion dinamica del hueso, la actividad osteocléstica medida
por TRAP estuvo aumentada en todos los grupos respecto al control sano, en coherencia
con la enfermedad 6sea del HPTs de la ERC. Se apreciaron diferencias significativas entre
el grupo NxP y el NxC demostrando mayor actividad osteoclastica en el primero. El
paricalcitol parece inducir una mayor actividad osteoclastica, disminuyendo el volumen
6seo y movilizando Ca desde el hueso hacia células de tejidos blandos. Los hallazgos
encontrados en la altura de la mineralizacion tibial son relevantes en los grupos con
tratamiento indicando una enfermedad de recambio dseo alto relacionada con la
administracion de los AVDRs.

Respecto a la microarquitectura de las tibias se encontraron importantes diferencias
entre la espongiosa primaria y la secundaria constituyendo una enfermedad dsea mixta. Los
valores de la espongiosa primaria en los dos grupos tratados NxP y NxC no demostraron
mejoria en el patron mineralizacion con diferencias estadisticas frente al Nx en el que hubo
reduccion del nimero de trabéculas y aumento de la separacién trabecular. Sin embargo en
la espongiosa secundaria ambos tratamientos estimularon el recambio 6seo e intentaron
mejorar la BMD, el volumen éseo asi como el grosor y ndmero de trabéculas,
disminuyendo la distancia entre ellas. Respecto al hueso cortical, no hubo impacto positivo
del tratamiento con paricalcitol ni con calcitriol en los pardmetros analizados. Se observo
una enfermedad de recambio 6seo alto resultante del HTPs pero asociada a signos de
osteomalacia por la introduccién de dosis suprafisioldgicas de AVDRS, que suprimen la
PTH pero que dejan al hueso metabdlicamente lento lo cual favorece la migracion de Ca 'y
P hacia el tejido vascular produciendo calcificaciones. Los hallazgos del hueso cortical
indican una disminucion importante de la BMD y del grosor de la pared cortical. Por tanto,
el paricalcitol modifica la PTH pero si se introduce tardiamente en un medio urémico y con
dieta enriquecida en P, algo similar a lo que ocurre en la practica clinica, no previene y mas
bien facilita la calcificacion. Datos experimentales han mostrado supresion de la PTH con
AVDR no selectivos como calcitriol43 asi como selectivos como maxacalcitol y
paricalcitol144) pero con un minimo efecto sobre el recambio 6seo.

En resumen, el modelo experimental tenia el reto de observar el metabolismo

mineral, la funcion e histologia renal, la arquitectura y dindmica Oseas asi como la
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calcificacién vascular bajo dosis altas de AVDR y en un medio enriquecido con P, en ratas
con HPTs a fallo renal. Si bien se logré disminuir la PTH manteniendo la calcemia en
rango normal, el tratamiento con paricalcitol indujo calcificaciones en aorta y rifiones que
se tradujeron en una menor disposicion de Ca para la mineralizacion 6sea. Este modelo
recuerda al HPT terciario donde la calcificacién extradsea no responde a la terapéutica
disponible, independientemente de las dosis utilizadas.
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7 CONCLUSIONES

7.1 ElI protocolo descrito produce un modelo experimental de marcado

hiperparatiroidismo secundario inducido por fallo renal y dieta alta en fosforo

ratas jovenes en fase de rapido crecimiento corporal.

7.2 Respecto al tratamiento con paricalcitol en este modelo se concluye que:
7.2.1 Mejora el hiperparatiroidismo sin provocar hipercalcemia ni hiperfosforemia
7.2.2 No ejerce efecto protector sobre el dafio renal

7.2.3 Resulta en una masiva calcificacion u osificacion de las paredes de la aorta
7.2.4 No tiene efecto sobre el crecimiento corporal

7.2.5 No mejora la estructura del hueso valorada por histomorfometria y microCT

7.2.6 No es superior al tratamiento con calcitriol con respecto a las variables anteriores

en
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10 ANEXOS

Anexo 1. Datos Bioquimica Sanguinea

Grupo N° CrS BUN Ca P CaxP
NX 1441 1,2 55,0 9,8 10,1 98,9
Nx 1442 0,9 56,0 8,8 8,3 73,0
NX 1443 1,0 48,0 8,9 11,5 102,3
Nx 1444 1,2 50,0 9,3 12,6 117,2
NX 1445 0,8 48,0 8,7 91 79,2
Nx 1446 0,9 45,0 8,4 8,1 68,0
NX 1447 1,6 79,0 79 24,1 190,4
NX 1448 0,9 48,0 7,6 8,6 65,4

Nx + P 1449 1,1 53,0 7,9 12,9 101,9

Nx + P 1451 0,9 57,0 9,3 13,0 120,9

Nx + P 1452 0,9 46,0 94 9,9 93,1

Nx + P 1453 0,8 26,0 8,6 8,6 74,0

Nx + P 1454 0,8 33,0 9,2 75 69,0

Nx + P 1455 1,1 43,0 9,0 7,4 66,6

Nx + P 1456 0,9 38,0 7,5 10,6 79,5

Nx + C 1463 1,2 71,0 7,4 14,8 109,5

Nx +C 1464 0,6 32,0 9,3 14,8 137,6

Nx + C 1465 0,8 55,0 7,6 11,8 89,7

Nx +C 1466 0,6 38,0 7,5 9,6 72,0

Nx + C 1467 0,6 36,0 9,8 9,2 90,2

Nx +C 1469 1,0 56,0 8,4 11,6 97,4

Nx + C 1470 0,6 47,0 8,8 10,8 95,0

Nx + C 1471 0,7 50,0 9,2 12,6 115,9
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Anexo 2. Datos hormona paratiroidea

Grupo N° PTH
Nx 1441 7748,7
NX 1442 5774,2
NXx 1443 9025,1
NX 1444 8308,7
Nx 1445 10879,6
NX 1446 7116,0
Nx 1447 10345,1
NX 1448 3636,0

Nx + P 1449 10668,7

Nx + P 1451 15415

Nx + P 1452 3090,5

Nx + P 1453 2236,0

Nx + P 1454 6083,3

Nx + P 1455 5628,7

Nx + P 1456 4850,5

Nx + C 1463 6160,8

Nx +C 1464 980,3

Nx + C 1465 4960,8

Nx +C 1466 4020,9

Nx + C 1467 850,2

Nx +C 1469 4150,2

Nx + C 1470 4790,1

Nx + C 1471 1070,5
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Anexo 3. Datos peso

Grupo N° Dia0 Dia4 Dia7 Dia8 Diall Dial4 Dial6 Dial8 Dia2l Dia23 Dia25 Dia28 Dia29 Dia30 Dia3l Dia32

Nx 1441 69,5 837 82 80 96,2 92,7 120,2 1289 1358 137,8 1459 159,2 159,4 160,2 1639 1676
NX 1442 68,1 78 616 606 822 908 934 969 1052 113,2 120,7 1351 1396 139,3 1399 1406
NXx 1443 655 764 668 723 887 958 1034 1084 1219 1254 1333 146,7 1448 148 1518 1557
NX 1444 69 80 74,4 77 98,1 1114 1204 1239 132,7 1365 1429 1528 1508 1511 153,1 1573
NXx 1445 66,8 768 722 69,7 86 9,4 9,5 913 1002 104 1103 1211 1227 1235 1281 1327
NX 1446 669 76,7 763 768 951 1054 1131 1186 127,7 130 1423 151,2 147,7 149,2 1502 1515
Nx 1447 731 822 707 71,3 82 887 894 942 987 102 1086 1194 1228 117,7 1193 1209
Nx 1448 66,4 72,7 666 684 847 100 104,8 1105 1186 121,1 1299 1385 1395 1413 143,7 146,1

Nx + P 1449 652 742 642 641 769 8,8 878 905 949 1005 1069 118 1153 1146 1198 1251
Nx + P 1451 655 741 657 592 764 779 82 84,2 882 98 101,7 114,8 1109 1135 116,5 1195
Nx + P 1452 599 643 552 551 74 84,6 92 103,8 108,8 1216 1255 1334 1333 1374 1406 1439
Nx + P 1453 69 796 779 784 95 94,4 95 974 97,3 103,7 106,8 1064 1032 1101 1116 1131
Nx + P 1454 67,1 81 788 799 988 1032 1013 1105 108,7 116 126,5 1405 140,8 146,4 1499 1535
Nx + P 1455 733 857 795 61,1 915 104 107 111,33 1145 1151 1139 1206 1212 1255 1289 1323
Nx + P 1456 702 795 691 702 893 945 964 100,1 103,7 1106 1097 99,7 985 1044 1061 1079

Nx+C 1463 685 814 746 828 90 97,4 1009 98,7 106,7 1144 1254 131,7 139,1 1357 1346 1391
Nx+C 1464 65,5 76 69,2 132 9,6 1074 1205 1258 136,6 144,7 153 1608 1619 159,3 1624 168
Nx+C 1465 61,1 71,7 649 733 8L7 886 100 1025 1124 1133 1153 1094 1113 114 1109 11172
Nx+C 1466 63 749 681 735 79 82,7 828 828 846 813 84 89 92,3 986 90,8 1004
Nx+C 1467 62,2 796 728 8,5 89,9 1059 1203 1308 144,2 1431 150,3 1539 1514 1585 1609 1619
Nx+C 1469 72,7 883 815 92 1026 114,1 1214 118 1254 130 129 126,2 1278 137,8 1355 134,7
Nx+C 1470 755 894 826 863 90 995 1012 1057 102 104,1 106,4 107 107,3 1135 1151 1145
Nx+C 1471 642 752 684 7172 74 904 943 885 841 875 831 879 8,2 921 906 932
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Anexo 4. Datos longitud

Grupo N° Dia0 Dia 4 Dia 32
NX 1441 25 27,2 34,5
NX 1442 24 25,6 31,5
NX 1443 24,1 25,9 33,3
NXx 1444 24,5 26,2 34
NXx 1445 24,4 26,2 31,7
NXx 1446 24,1 25,7 33,5
NX 1447 24,9 27,3 32
NX 1448 24,2 25,5 33

Nx + P 1449 24,1 26,2 31,5

Nx + P 1451 24,1 25,7 30,8

Nx + P 1452 23,8 25,5 33,7

Nx + P 1453 24,8 27 31

Nx + P 1454 24,7 26 32,5

Nx + P 1455 25 27 31,7

Nx + P 1456 24,2 26,4 28,9

Nx + C 1463 23,1 25,6 31,5

Nx + C 1464 22,6 24,7 34,2

Nx + C 1465 22,2 24,1 30

Nx + C 1466 22,4 24,6 28,5

Nx + C 1467 22,6 24,9 34

Nx + C 1469 23,9 26,3 31,5

Nx + C 1470 24 26,6 30

Nx +C 1471 23,2 25 28




Anexo 5. Datos alimentacion

I O T
NXx 1441 128 128 132 124 125 133 133 126 126 12,7 9,8 99 158 158 152 152 152 13 126 14,1 141
NXx 1442 10,1 10,1 10,1 94 9,5 8,4 8,5 9,6 9,6 9,8 11 11 143 143 13,7 13,7 138 151 155 973 9,4
NXx 1443 7,6 7,6 7,7 9,3 9,3 11 11 182 182 84 8,4 8,4 13 13,1 1477 147 148 134 16,7 151 152
NXx 1444 10,6 106 10,7 17,7 17,7 124 125 178 179 85 8,5 8,7 129 13 128 128 12,8 138 15 15,2 15,3
NXx 1445 118 118 119 53 53 5,9 59 12 12,1 6,7 6,7 6,8 10,6 106 122 122 124 11,1 152 136 13,6
NXx 1446 12,3 12,3 124 14 14 11,7 11,7 195 195 8,2 8,2 8,4 18,9 189 14 14 14 11,3 146 13,1 132
NXx 1447 8,6 8,6 8,7 7,9 8 8,4 84 129 13 55 55 55 11,3 11,3 98 9,8 10 11,8 6,8 8,7 8,7
NXx 1448 135 135 135 106 106 123 124 183 183 75 7,5 75 152 153 145 145 147 13 13,7 13,7 138

Nx + P 1449 9,4 9,4 9,4 8 8 7,9 8 7,3 7,3 7,4 9,3 94 10,7 10,7 106 106 108 82 115 116 116

Nx + P 1451 7,8 7,8 8 6,9 7 7,3 7,3 7,8 7,8 8 10,2 10,2 9,8 98 114 114 114 146 111 125 126

Nx + P 1452 11,7 117 118 133 133 134 135 128 128 128 143 144 134 135 134 134 136 143 16,2 14 14

Nx +P 1453 8,6 8,6 8,8 9,2 9,2 9,6 9,7 7,5 7,5 7,5 9,3 9,4 9,1 9,2 7,6 7,6 7,6 7.4 11 10,5 105

Nx + P 1454 104 104 105 8,3 8,4 8,8 8,8 8,5 85 86 10,2 10,2 12,7 128 142 142 143 13,7 148 14,1 142

Nx+P 1455 129 129 13,1 10,2 10,3 9 9 8,8 8,8 8,8 8,3 8,3 7,7 7,7 10 10 102 95 133 124 125

Nx + P 1456 8 8 8,1 8,4 8,5 8,2 82 11,7 11,7 119 5 51 79 79 6,1 6,1 6,3 7,8 9,3 91 9,1

Nx+C 1463 9,9 99 101 93 9,4 8,9 8,9 9,9 99 101 114 114 13 13 143 143 143 142 118 116 116

Nx+C 1464 132 132 132 165 165 151 152 16,2 16,2 16,3 148 148 159 16 156 156 156 134 14 14,3 15

Nx+C 1465 11 11 111 12,1 122 11,2 11,2 10,7 10,7 109 9,6 9,6 8,8 8,9 8,1 8,1 8,1 7,3 18 3,2 3,2

Nx+C 1466 7,9 7,9 7,9 8,4 8,5 7,8 7,9 7,4 7,4 7,5 6,8 6,8 75 7,5 8,3 8,3 8,3 99 11,7 87 8,8

Nx+C 1467 158 158 16 20 20 19,1 19,1 163 16,3 164 128 128 118 118 132 132 132 11 16,3 125 145

Nx+C 1469 11,7 11,7 119 132 133 98 9,9 9,8 9,8 9,9 9,2 9,3 7,8 7,8 8,8 8,8 8,9 93 134 9,6 7,5

Nx+C 1470 10,8 108 10,9 9,9 10 9,9 9,9 7,5 75 7,6 8,6 8,7 1,7 1,7 8,2 8,2 8,3 83 11,7 85 8,6

Nx+C 1471 11,3 113 11,3 101 10,2 79 79 7,3 7,3 7,5 8,3 8,4 6,9 7 8,6 8,6 8,6 76 125 74 7,4
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Anexo 6. Datos ingesta liquidos

O O O O
Nx 1441 343 343 343 372 372 343 343 366 366 36,7 323 323 343 344 364 364 366 402 361 30,7 30,7 308
NX 1442 273 273 274 302 302 272 272 30,7 30,7 30,7 32,7 32,7 293 294 353 353 355 421 389 275 275 277
Nx 1443 319 319 321 331 332 30,7 30,7 357 357 358 336 336 33 331 373 373 374 412 386 306 306 30,7
NX 1444 356 356 357 39,2 39,2 338 338 386 386 387 384 384 323 323 458 458 458 52 318 249 249 251
Nx 1445 288 288 288 405 405 206 20,7 289 289 29 326 326 299 299 351 351 352 375 316 238 238 24
NX 1446 29 29 292 375 375 316 316 361 361 361 32 32 364 365 396 396 396 364 40,7 32 32 32
NXx 1447 23 23 23 225 225 231 231 224 224 225 201 202 203 204 23 23 23 281 272 185 185 185
NXx 1448 356 356 356 344 345 337 338 3rv7 377 378 308 308 31,1 312 373 373 375 371 313 215 215 216

Nx + P 1449 178 178 18 31,8 318 255 256 21,7 21,7 218 303 304 308 309 331 331 332 302 264 19,1 191 192

Nx + P 1451 185 185 185 28,3 284 29,6 29,7 228 228 229 292 293 24 241 30 30 30,1 258 21 19 19 191

Nx + P 1452 26,8 268 27 291 29,1 34,1 342 322 322 324 376 377 361 361 335 335 335 364 335 23,7 237 238

Nx + P 1453 242 242 243 243 244 223 224 215 215 216 245 246 236 236 22 22 221 26 243 16,6 16,6 16,7

Nx + P 1454 274 274 274 238 238 23,7 238 25 25 251 26,7 26,7 295 296 335 335 33,7 394 352 249 249 251

Nx + P 1455 28 28 28 26 26 238 238 21,7 21,7 218 226 226 21,7 218 259 259 26 29,7 24,1 148 148 148

Nx + P 1456 244 244 246 291 292 251 252 249 249 249 29,7 298 233 233 20,7 20,7 209 26,2 223 144 144 145

Nx+C 1463 21,1 208 208 209 208 209 16,2 16,3 20 20 20,2 208 209 22 22 25 25 25 323 198 269 269

Nx+C 1464 233 238 238 24 273 274 225 225 276 276 276 298 299 346 346 316 316 316 357 273 331 332

Nx+C 1465 219 204 204 204 249 249 191 191 21,7 21,7 219 196 196 208 208 20 20 20 26,3 23 209 209

Nx+C 1466 21,4 18 18 18,2 19,2 192 153 153 15 15 152 13,7 13,7 159 16 16,7 16,7 16,7 23 22,1 223 224

Nx+C 1467 279 293 293 294 35 351 332 332 369 369 37 299 299 303 303 27,7 27,7 279 306 298 304 305

Nx+C 1469 23,7 24 24 241 258 258 17 17 212 212 213 237 238 25 251 223 223 225 281 29,2 138 138

Nx+C 1470 265 22,7 22,7 228 216 21,7 18,1 182 174 174 175 187 18,8 19 19 18,7 18,7 18,7 235 23,7 249 25

Nx+C 1471 135 22 22 221 20 201 146 146 18,7 18,7 189 193 193 165 166 193 193 195 159 208 17 171
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Anexo 7. Datos calcio orina

Grupo N° Ca mg/dia
Nx 1441 98,7
Nx 1442 65,8
Nx 1443 106,4
Nx 1444 107,1
Nx 1445 95,2
Nx 1446 92,4
Nx 1447 60,9
Nx 1448 96,6
Nx + P 1449 81,2
Nx + P 1451 88,2
Nx + P 1452 98
NX + P 1453 73,5
Nx + P 1454 99,4
NX + P 1455 87,5
Nx + P 1456 63,7
Nx + C 1463 81,2
Nx + C 1464 105
Nx + C 1465 22,4
Nx +C 1466 61,6
Nx + C 1467 101,5
Nx + C 1469 52,5
Nx + C 1470 60,2

NX + C 1471 51,8




Anexo 8. Datos balance fésforo

Agua mL Agua Pienso gr Pienso Agua N

pienso

Grupo N° lig 11-32 P mg dia 11-32 P mg P mg
NXx 1441 767 3835,0 278,90 1673,4 5508,4
NX 1442 682,8 3414,0 236,20 1417,2 4831,2
Nx 1443 747,8 3739,0 255,80 1534,8 5273,8
NX 1444 806,3 4031,5 277,20 1663,2 5694,7
Nx 1445 666,6 3333,0 213,70 1282,2 4615,2
NX 1446 762,5 3812,5 284,20 1705,2 5517,7
NXx 1447 488,3 24415 189,20 1135,2 3576,7
NX 1448 725,4 3627,0 273,90 1643,4 5270,4
Nx + P 1449 569,3 2846,5 197,1 1182,6 4029,1
Nx + P 1451 540,6 2703,0 200,7 1204,2 3907,2
Nx + P 1452 693,0 3465,0 281,6 1689,6 5154,6
Nx + P 1453 493,3 2466,5 185,4 11124 3578,9
Nx + P 1454 615,1 3075,5 228,1 1368,6 44441
Nx + P 1455 513,5 2567,5 2137 1282,2 3849,7
Nx + P 1456 516,9 2584,5 172,4 1034,4 3618,9
Nx + C 1463 484,6 2423,0 237,20 1423,2 3740,7
Nx + C 1464 630,4 3152,0 316,60 1899,6 4935,1
Nx + C 1465 468,3 23415 205,00 1230 3462,0
Nx + C 1466 389 1945,0 171,20 1027,2 2865,2
Nx + C 1467 688,2 34410 317,90 1907.,4 5208,9
Nx + C 1469 494,7 2473,5 211,40 1268,4 3623,4
Nx + C 1470 455,3 2276,5 189,30 1135,8 3279,8
Nx + C 1471 405,8 2029,0 183,40 1100,4 3061,9
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Anexo 9. Datos proteinuria y depuracion de creatinina

Grupo  Multistix Pro(t_e:;nas pH Hb(+) Hp(|3_|L Prot (mg/dl) CrU (mg/dl) ProtU/CruU Prc;téic())Og CrSérica Depuraciéon Diuresis/dia
NX 1441 4 6,5 2 4,10 344 24,33 14,14 205,25 1,20 19,32 23,00
NX 1442 4 8,5 0 6,24 218 21,80 10,00 155,05 0,90 23,93 20,00
NX 1443 3 6,5 2 2,78 331 19,30 17,15 212,59 1,00 20,66 24,00
NX 1444 4 7,0 2 3,77 642 20,15 31,86 408,14 1,20 17,05 23,00
NX 1445 4 6,0 0 4,45 293 23,00 12,74 220,80 0,80 21,06 14,00
NX 1446 4 6,0 1 3,27 645 24,35 26,49 425,74 0,90 18,60 15,00
NX 1447 4 6,0 0 2,62 219 21,17 10,34 181,14 1,60 9,12 12,00
NX 1448 4 7,0 0 4,26 323 26,11 12,37 221,08 0,90 22,06 16,00
Nx + P 1449 4 6,5 2 3,18 401 23,24 17,25 320,54 1,10 16,42 14,00
Nx + P 1451 4 6,0 2 4,69 195 19,62 9,94 163,18 0,90 16,47 13,00
Nx + P 1452 4 8,0 2 6,87 449 21,31 21,07 312,02 0,90 18,28 16,00
Nx + P 1453 4 75 2 2,56 632 15,16 41,69 558,80 0,80 12,80 11,00
NXx + P 1454 3 75 2 3,13 156 17,46 8,93 101,63 0,80 19,75 20,00
Nx + P 1455 4 75 0 3,81 496 22,29 22,25 374,91 1,10 13,83 13,00
NXx + P 1456 4 7.5 0 3,44 645 16,06 40,16 597,78 0,90 16,08 14,00
Nx + C 1463 4 9,2 2 91 210 23,64 8,88 150,97 1,2 17,31 16,00
Nx + C 1464 3 75 1 7,6 720 27,37 26,31 428,57 0,6 37,34 18,00
Nx + C 1465 2 8,7 2 8,2 393 23,24 16,91 353,42 0,8 24,94 12,50
Nx + C 1466 3 9,2 3 9,1 630 19,14 32,92 627,49 0,6 29,13 12,00
Nx + C 1467 3 6,2 1 2,8 174 24,81 7,01 107,47 0,6 39,02 20,00
NX + C 1469 3 7.9 1 7.9 195 15,58 12,52 144,77 1,0 17,67 20,00
Nx + C 1470 4 9,2 2 8,8 181 13,15 13,76 158,08 0,6 27,78 19,00
NX + C 1471 3 7,0 1 35 348 20,58 16,91 373,39 0,7 26,51 11,00
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Anexo 10. Datos heces

Grupo N° gr48h gr24h (mic:faog/g) (miccrgg/g)
Nx 1441 10,9 5,45 20668 23759
NX 1442 6,8 3.4 19757 21235
NXx 1443 8,6 43 18488 20280
NX 1444 8,4 4,2 21961 28510
NXx 1445 8,1 4,05 17950 18909
NX 1446 3,2 1,6 18119 12891
NXx 1447 9,8 4,9 20430 24670
NX 1448 10,8 54 21326 23374
Nx + P 1449 6,5 3,25 21955 23696
NXx + P 1451 7,4 3,7 51141 65585
Nx + P 1452 9,2 4,6 23013 26804
NXx + P 1453 75 3,75 48953 57329
Nx + P 1454 10,6 53 23186 24297
NXx + P 1455 8,7 4,35 21618 25183
Nx + P 1456 5,6 2,8 22378 27839
Nx +C 1463 8,3 4,2 17315 22829
Nx + C 1464 9,6 4,8 21274 25189
Nx + C 1465 4,5 2,3 18986 21514
Nx + C 1466 5,8 2,9 18517 22907
Nx +C 1467 9,5 4,8 17806 21063
Nx + C 1469 6,9 3,5 18201 18244
Nx +C 1470 6,9 3,5 23702 26260
Nx + C 1471 5,1 2,6 16015 17517
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Anexo 11. Datos histologia renal

Hematoxilina eosina Von Kossa PAS
Grupo Numero Glomerulo Co_rpgga:’giso Co_rpgga:’giso Engrosamiento Intersticio Calcificacion - Calcificacion ?::g:?gg:gln PAS PAS PAS
- - Arterias tubular (s/n) arterial (%) tubular arterial glomerular
proximal Distal (s/n)
Nx 1441 0,5 0 0 0 1 0
NX 1442 0,25 0,75 0 0,25 0 1 0 1 0,25 0,5 0,25
Nx 1443 0,25 0,5 0,5 0 0 0 0 0 0 0
Nx 1444 0,25 0,5 0,25 0 0 0 1 0,25 0 0,25
Nx 1445 0,25 0,5 0,75 0 1 1 1 0,25 0 0
Nx 1446 0,5 0,25 0 0 1 0 1 0 0 0
Nx 1447 0,5 0,5 0 0,5 X 1 0 0 0,25 0,75 0,25
Nx 1448 2,25 0,5 0 0,25 0 0 0 1 0 0,25 0
NxP 1449 0 0,5 0,25 0,75 0 0 0 0 0 0,75 0
NxP 1451 0,75 0,5 0,5 0 0 1 0 1 0 0 0,25
NxP 1452 0,25 0,5 0 0,5 0 1 0 1 0 0
NxP 1453 0,75 0,25 0,25 0,5 0 1 0 1 0 0,5
NxP 1454 0,25 0,25 0,5 0 0,5 1 0 1 0,25
NxP 1455 0,75 0,75 0,75 0,5 1 1 1 0 0,5 0,25
NxP 1456 0,75 0,75 0,5 0 0 1 0 1 0 0 0
NxC 1463 0,25 0,25 0,5 0
NxC 1464 0,25 0,25 0,25 0 0 0 0 0 0
NxC 1465 0 0,5 0,25 0 0 0 0 0 0,5 0,5
NxC 1466 0 0,5 0,75 0,5 0,5 0 0 0 0 0,75
NxC 1467 0,25 0,25 0,5 0 0 0 0 1 0,5 0
NxC 1469 0,25 0,5 0 0,25 0 0 1
NxC 1470 0,75 0 0 0 0 0 0 0 0,25
NxC 1471 0 0,5 0,5 0 0 0 0 0 0,5 0 0
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Anexo 12. Datos TRAP hueso

Rata TV (mm2) N.Oc Relacion N.Oc/TV
1441b 0,88 206 234,2871
1442a 0,87 189 216,0998
1442b 1,32 352 266,6667
1443a 0,71 156 219,7183
NX 14430 1,32 245 185,6061
1444a 1,24 342 275,8065
1444b 0,86 215 250,0000
1446a 0,77 194 251,9481
1446b 0,91 236 259,3407
1452a 0,94 163 173,4043
1452b 0,71 155 218,3099
1453a 1 143 143,0000
1453b 0,94 219 232,9787
Nx-P 1454a 1,01 268 265,3465
1454b 0,66 269 407,5758
1455a 1,22 369 302,4590
1455b 0,80 245 307,5108
1456 0,97 307 316,4948
1465a 1,06 208 196,2264
1465b 1,18 162 137,2881
1466a 0,97 160 164,9485
1466b 1,04 214 205,7692
NX-C 1469a 1,32 264 200,0000
1469b 1,07 207 193,4579
1470a 1,17 212 181,1966
1470b 0,91 130 142,8571
1471a 0,7 91 130,0000
1471b 0,82 91 110,9756
1480 0,57 63 110,5263
1481a 0,81 135 166,6667
Control 1481b 0,81 119 146,9136
1482a 1,22 179 146,7213
1482b 0,99 123 124,2424
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Anexo 13. Datos Von Kossa Hueso

GRUPO Rata um
1441b 82,544

1444a 77,050

NXx 14440 70,596
1446a 89,393

1446b 93,324

1454a 92,747

Nx+P 1454b 86,997
1556 65,239

1465a 64,059

1465b 74,872

NxAC 1469a 75,927
1569b 71,752

1470a 67,359

1470b 68,723

1480a 55,269

Control 14800 54,554
1481b 61,891

1482a 56,756
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Anexo 14. Datos CTscan aortas VVolumen de las calcificaciones

Grupos Nombre Obj.V
mm”~3

1480 0,0000

1481 0,0000

Control 1482 0,0000
1441 0,0405

1442 0,0000

1443 0,0130

1444 0,0432

Nx 1446 0,0162
1452 0,0157

1453 1,7599

1454 0,0005

1455 1,7938

NxP 1456 1,6299
1465 0,0404

1466 1,7089

1469 0,0005

NxC 1470 0,0026
1471 0,7973

Porcentaje del volumen de calcificacion (relativo al volumen de la aorta)

Grupos Nombre Obj.VITV
%
1480 0,0000
Control 1481 0,0000
1482 0,0000
1441 0,9016
1442 0,0000
NX 1443 0,3805
1444 0,9588
1446 0,3049
1452 0,4367
1453 25,8090
NxP 1454 0,0172
1455 29,2160
1456 27,0170
1465 0,8632
1466 32,4109
NxC 1469 0,0103
1470 0,0971

1471 21,3821




Anexo 15. Datos CTscan aortas VVolumen total de la aorta

Grupos Nombre v
mm3
1480 3,9633
Control 1481 3,1409
1482 4,8607
1441 4,4973
1442 0,2393
Nx 1443 3,4145
1444 4,5058
1446 5,3206
1452 3,6049
1453 6,8190
NxP 1454 2,9805
1455 6,1399
1456 6,0329
1465 4,6845
1466 5,2727
NxC 1469 5,2057
1470 2,7188
1471 3,7288
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