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Resumen
La epidemia de la enfermedad renal crénica no tradicional (ERCnT) presente en la costa del Océano
Pacifico a lo largo de Centroamérica se ha relacionado con la exposicion a altas temperaturas y a la
deshidratacién recurrente. En este estudio se propone un modelo experimental de ERCnT provocada
por estrés térmico y deshidratacion valorando diversos parametros cardiovasculares y bioquimicos
en los roedores. Los ratones tratados (GTdH) fueron sometidos a deshidratacion recurrente inducida
por exposicion a alta temperatura durante 8 horas, por una semana; contrario al grupo control (GC)
que se mantuvo en condiciones estandares. Para ambos grupos, control (GC) y GTdH, no se
evidenciaron cambios significativos en cuanto al peso corporal, consumo de agua, consumo de
alimento y valores de glicemia plasmatica. En relacién con los parametros cardiovasculares, entre
los grupos evaluados no se encontraron diferencias significativas en frecuencia cardiaca, presion
arterial diastdlica y media; sin embargo, en el GTdH se observé un incremento significativo de la
presion arterial sistélica en comparacion con el GC (123.9+12.3 vs.102.8£12.9 mmHg; p<0.05).
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Hallazgos importantes encontrados en el GTdH fueron la hematuria y una disminucién de la relacién
peso de drganos/peso corporal. El conjunto de resultados obtenidos permite evidenciar que el estrés
térmico y la deshidratacién son condiciones que aceleran los procesos que preceden al dafio renal
y que por ende estos factores podrian emplearse experimentalmente para futuros estudios sobre la
ERCnT.

Palabras Clave: ERCnT, deshidratacion, funcién renal, estrés térmico.

Abstract

The epidemic of non-traditional chronic kidney disease (CKDnt) present in the Pacific Ocean coast
along Central America has been related to exposure to high temperature and recurrent dehydration.
This study proposed an experimental model of CKDnT caused by heat stress and dehydration by
evaluating several cardiovascular and biochemical parameters in rodents. Treated mice (GTdH) were
subjected to recurrent dehydration induced by exposure to high temperature for 8 hours, for one
week; contrary to the control group (CG) which was maintained under standard conditions. For both
groups, control (CG) and GTdH, no significant changes in body weight, water consumption, feed
consumption, and plasma glycemia values were demonstrated. About cardiovascular parameters in
both groups of animals, no significant differences were found in heart rate, diastolic, and mean arterial
pressure; however, in the GTdH, a significant increase in systolic arterial pressure was observed in
comparison with the CG (123.9£12.3 vs.102.8£12.9 mmHg; p<0.05). Important findings found in the
GTdH were hematuria and a decrease in the organ weight/body weight ratio. The set of results
obtained allows us to demonstrate that heat stress and dehydration are conditions that accelerate the
processes that precede renal damage and therefore these factors could be used experimentally for
future studies on CKDnT.

Keywords: CKDnT, dehydration, renal function, heat stress.

Introduccién

La enfermedad renal crénica no tradicional (ERCnT) es un problema médico
comun, que afecta a una elevada proporcion de individuos a lo largo de la costa del
Océano Pacifico de la region mesoamericana, de ahi que también se le conozca
como nefropatia crénica mesoamericana (Correa-Rotter y Garcia-Trabanino.,
2019). La enfermedad se presenta con un aumento asintomatico de la creatinina
sérica que progresa hacia una enfermedad renal terminal a lo largo de varios afios
(Roncal-Jiménez et al., 2016). Aunque la causa sigue siendo desconocida, estudios
recientes sugieren esté relacionada a una deshidratacion ocasionada por la
exposicion severa a altas temperaturas (Crowe et al., 2015; Garcia-Trabanino et al.,
2015) afectando principalmente a los trabajadores agricolas jovenes de sexo

masculino (Ordunez et al., 2014).
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Con la intencién de ampliar los conocimientos que actualmente se tienen en
relacion a la ERCnT, diferentes estudios presentan modelos experimentales de esta
nefropatia, empleando ratones sometidos a periodos de deshidratacién recurrente
asociada a la exposicion a altas temperaturas (Roncal Jiménez et al. 2014; Roncal-
Jiménez et al., 2017). Como hallazgo notable, estos ratones desarrollaron una
funcidn renal deteriorada vy fibrosis tubular-intersticial (Roncal Jiménez et al. 2014).

Por otro lado, otros autores también han empleado el modelo de estrés térmico
y deshidratacién para medir variables asociadas a la enfermedad cardiovascular,
como lo es la reactividad vascular y obtener datos sobre los cambios de presién
arterial y frecuencia cardiaca (Geng et al., 2016).

Bajo este contexto, el presente trabajo propone un estudio que permita la
obtencién de un modelo experimental de ERCnT inducida por estrés térmico y
deshidratacién. Los primeros estudios que se emplearon en el laboratorio estan
dados para valorar los cambios en los valores de presidon arterial y frecuencia
cardica, asi como determinar parametros relacionados con la funcién renal y la
supervivencia de los animales sometidos a las condiciones de altas temperaturas y

deshidratacion.

Materiales y método

1. Modelo experimental

El estudio fue apoyado bajo un disefio experimental de medidas repetidas en
un modelo animal. Se utilizaron ratones machos (25-30g) provenientes del Bioterio
INDICASAT-AIP. Los animales se mantuvieron con acceso libre a comida y agua,
segun los criterios establecidos en la Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio publicado por el Nacional Health Institute (Albus, 2012). La realizacion
de este estudio fue aprobada por el Comité de Bioética de la Universidad de
Panamé (CBUP/236/2019).

Los animales fueron aclimatados y posteriormente agrupados para recibir un

tipo de exposicidn, segun describimos a continuacion:
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Grupo de control (GC): los ratones se mantuvieron en las condiciones
estandares de temperatura (22°C) con alimentacién y agua at libitum.

Grupo exposicion al calor y deshidratacion (GTdH): los animales fueron
sometido a condiciones de alta temperatura (32°C), sin acceso al agua durante el
periodo de 8 horas continuas, todos los dias, durante 7 dias. Los animales recibieron

acceso a la hidratacion durante las horas de no intervencion.

2. Determinacion de la ganancia de peso corporal

El peso corporal fue determinado antes de iniciar los periodos de intervencién
y finalizado cada dia. Estas determinaciones se llevaron a cabo los dias 0, 3y 7.
3. Determinacién del consumo de alimento y agua

Antes y después de iniciar los protocolos (8 horas), los animales fueron
colocados en cajas con alimentos pesados y un volumen fijo de agua, con el fin de
estimar el consumo diario de comida y agua.
4. Determinacion de la presion arterial y frecuencia cardiaca

La frecuencia cardiaca y los valores de presion arterial se midieron empleando
un monitor de presion sanguinea (CODA® High Throughput System Noninvasive
Blood Pressure System). En ambos grupos, GC y GTdH, los valores de frecuencia
cardiaca (latidos por minutos; Ipm) y presion arterial (mmHg) se obtuvieron antes y
después de la exposicion al estrés térmico (Figura 1). Estos parametros también
fueron registrados para los animales del grupo control.
5. Determinacion de Glucosa

La determinacion de glucosa sanguinea se efectud utilizando un glucometro
(Gluco Navii®) a partir de una muestra de sangre tomada de la vena facial (region
submandibular) de los ratones. Se determinaron los niveles de glucosa al inicio del
experimento (valores basales) y al final del procedimiento (valores finales).

6. Determinacién de parametros de la orina
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Los animales fueron ubicados en jaulas metabdlicas para la colecta de orina,
a la que se le realizé la determinacién rapida de variables como urobilinégeno,
bilirrubina, proteinas, nitritos, cuerpos cetoénicos, glucosa, pH, densidad, leucocitos,
hemoglobina, mioglobina y/o hematuria mediante el uso de tiras reactivas (URIT
50).
7. Relacion peso de 6rganos/peso corporal

Se determiné el peso corporal antes de realizar el sacrificio de los animales, el
cual fue basado en las normas éticas establecidas por el Nacional Health Institute
(Albus, 2012). Antes de extraer los 6rganos, realizamos una perfusion con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS; NaCl 137 mmol/L, KCI 2.7 mmol/L; Na2HPO4
10 mmol/L, KH2PO4 2 mmol/L). Los 6rganos de cada animal fueron pesados en
una balanza analitica y se establecié la relacion del peso de cada 6rgano con el

peso corporal del animal.

Resultados

1. Modelo experimental

Al inicio del estudio se habia establecido un protocolo de evaluacién con base
a lo que referencian Geng et al., (2016) en relacién a este modelo. Las condiciones
se describen en la Tabla 1 como Modelo experimental #1. Sin embargo, la ausencia
de un periodo de aclimatacion y la temperatura extrema de 37 °C incidieron de forma
significativa sobre la supervivencia de los animales, la cual no supero el 10% en el
GTdH. En base a estos resultados, fue necesario realizar ajustes a la metodologia
para mejorar la supervivencia en el grupo de animales que es sometido a
condiciones extremas; de ahi que se desarrolla la propuesta del Modelo
experimental #2 donde se implementaron cambios, de los que caben destacar:

Ciclos de aclimatacion: durante los dias previos al inicio del tratamiento (20

min al calor, 40 min de reposo y 30 min al calor).
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Temperatura: se modifico a 32°C para disminuir la tasa de mortalidad, ya que
en el primer modelo experimental, la mortalidad se atribuyé la exposicion a altas
temperaturas sin periodo de aclimatacion previo.

En base a los ajustes realizados en el segundo modelo experimental se obtuvo
una tasa de supervivencia del 98%, por lo que para el resto del estudio se empled
este modelo.

2. Peso corporal

En cuanto a la ganancia o pérdida de peso corporal de los ratones en estudio
(GC y GTdH), los pesos obtenidos en cada uno de los grupos se aprecian en la
Figura 2, donde se observa que en ninguno de los grupos hubo cambios en los
valores de peso corporal obtenidos antes y al finalizar el periodo de intervencion de
7 dias.

3. Consumo de alimento y agua

Estos datos se obtuvieron de un registro diario del consumo de alimento y agua
en los periodos diurnos y nocturnos. Los resultados obtenidos muestran que a partir
del segundo dia de exposicion, en los periodos diurnos, el consumo de alimento de
los ratones del GC fue mayor en los dias 2, 4 y 5 aunque, debido a la marcada
variabilidad, no se observan diferencias significativas (Figura 3A). Por su parte, el
seguimiento durante el periodo nocturno no evidencié ninguna diferencia en el
consumo de alimento entre los grupos control e intervenidos (Figura 3B).

Al determinar el consumo de agua en horario nocturno, que se corresponde
con el periodo en el que todos los grupos tenian libre acceso al agua, los resultados
obtenidos reflejan que al inicio del estudio (dia 1), en todos los grupos se registra
un consumo promedio de 5 ml (Figura 4). Este consumo no parece variar de manera
significativa en los dias 2, 3 y 4 para ninguno de los grupos. Para el resto del periodo,
ambos grupos, GC y GTdH, presentan un ligero incremento en el consumo de agua.
4. Determinacion de la presion arterial y frecuencia cardiaca

Los valores de presién arterial sistdlica (PAS) y diastolica (PAD), asi como la

frecuencia cardiaca fueron obtenidos en los grupos GC y GTdH antes de iniciar el
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proceso de intervencion, en la mitad de la semana de observacion (dia 3) y
finalizado el periodo de estrés térmico. Los valores de PAS obtenidos antes y al
finalizar las intervenciones, en el GC no presentaron diferencias significativas
(Figura 5A), sin embargo, en el GTdH se observé un incremento significativo en este
parametro (102.8+12.9 vs 123.9+12.3 mmHg). En ninguno de los grupos los valores
de PAD se vieron modificados significativamente (Figura 5B).

Respecto al valor promedio de presion arterial media (PAM), obtenido a partir
de los datos de PAS y PAD, al inicio del estudio fue de 77.4+11.3 y 91.4+21.1
mmHg, para los grupos GC y GTdH, respectivamente. Al finalizar el periodo de
intervencion de 7 dias, los valores de PAM fueron de 80.2+16.4 mmHg para el GC
y de 92.6+21.6 mmHg en el GTdH (Figura 5C).

Paralelo a la determinacion de la PA, el equipo nos permitio registrar los
valores de frecuencia cardiaca, los cuales se representan en la Figura 5D. Para este
parametro, en el GC y al inicio del estudio el valor de frecuencia cardiaca obtenido
fue de 354.3+115.1 Ipm y para el ultimo dia se registraban valores sin diferencias
estadisticas (277.2+25.6 Ipm). Los valores de frecuencia cardiaca registrados en el
GTdH al inicio y al dia 7 del estudio fueron de 292.3+101.7 y 277.7+47.8 lpm,
respectivamente. Los resultados permiten sefalar que la intervencién no indujo
cambios significativos en los valores de frecuencia cardiaca.

5. Valores de glucosa y urinalisis

Los valores de glucosa sanguinea obtenidos al inicio y al final del estudio en
el GC fueron de 130.7+44.1 y 130.0+£90.2 mg/dL, respectivamente. Los valores de
este parametro obtenidos en el GTdH fueron de 118.3+15.8 mg/dL antes y
118.4+29.9 mg/dL al finalizar la intervencion. El analisis intragrupal nos permite
sefalar que después de 7 dias de estrés térmico, los valores de glucosa
permanecieron invariables en el GTdH.

Los resultados del analisis quimico de la orina reflejaron cambios significativos

en la presencia de sangre en las muestras de los animales sometidos a estrés
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térmico y deshidratacion. El resto de los parametros evaluados, entre los que se
incluyen proteinas y pH, permanecieron inalterados en ambos grupos.
6. Relacién peso de 6rganos/peso corporal

En la seccion de la metodologia relatamos la obtencion de la relacion peso de
los 6rganos/peso corporal como uno de los parametros evaluados en nuestro
estudio. En Tabla 2 resumimos los resultados obtenidos.

Discusién

Bajo el concepto de necesidad de generar conocimientos relacionados con la
ERC, se propuso llevar a cabo este proyecto, cuyo objetivo fue desarrollar un
modelo experimental de ERCnT inducida por estrés térmico y deshidratacion. Se
trata de un esfuerzo por lograr modelar la ERCnT y de esta forma iniciar la busqueda
de marcadores bioldégicos de la enfermedad y que ademas sirva como un modelo
para ensayar nuevas alternativas terapéuticas dirigidas a la prevencion y
tratamiento de la ERCnT. En esta linea, inicialmente este estudio se basé en el
trabajo de Roncal-Jiménez quien examiné un modelo experimental de nefropatia
inducida por estrés térmico que demuestra fenotipos similares a los observados en
la nefropatia mesoamericana (Roncal-Jiménez et al., 2017). En este trabajo, el
estrés térmico se confirid6 colocando a los ratones en una camara ambiental
calentada a intervalos de 30 minutos durante un total de 7 h/dia, 5 dias/semana,
durante 5 semanas. Tras 5 semanas, los ratones presentaron cambios indicativos
de que este modelo experimental produce dafios hepaticos y renales inducidos por
el estrés térmico.

Otros autores también han empleado el modelo de estrés térmico y
deshidratacion para medir variables asociadas a la enfermedad cardiovascular,
como lo es la reactividad vascular y obtener datos sobre los cambios de presion
arterial y frecuencia cardiaca (Geng et al. 2016; Yang et al. 2014). En estos trabajos,
el estrés térmico se indujo colocando a los ratones durante 8 horas continuas en
una camara ambiental calentada 32 °C, todos los dias durante un total de 7 dias,

siendo este el modelo seleccionado para realizar nuestro estudio.
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Una de las limitaciones que suele acompafar a los modelos experimentales
de enfermedades tan agresivas como la ERC, es la supervivencia. Asi, en este
estudio, pudimos observar una elevada mortalidad en el primer grupo denominado
como Modelo experimental #1, y que fuera sometido a estrés térmico sin considerar
un periodo de aclimatacién. Esta circunstancia inicial nos llevé a considerar cambios
como ciclos de aclimatacion y, durante los dias previos al inicio del tratamiento, los
animales eran expuestos al estrés térmico y deshidratacién durante periodos breves
y crecientes. También empleamos ratones de mayor peso y adecuamos los valores
de temperatura. Al final, nuestra primera ganancia fue lograr una supervivencia del
98%, lo que es la primera garantia del modelo.

Los valores promedios de la relacion peso o6rgano/peso corporal de los
animales que estuvieron en tratamiento, reflejé una disminucion significativa en sus
valores respecto al GC. Ademas de estas diferencias en el GTdH, no se observaron
otras anomalias morfolégicas. En su estudio, sobre los efectos que ejerce la
exposicion al calor por deshidratacion en el peso de los 6érganos, Yang et al. (2014)
reportaron un incremento en el indice de visceras del bazo, corazén, glandula del
timo, el hipotalamo y la pituitaria, relacionandolo a una respuesta sistémica dada
para aliviar los efectos nocivos del estrés térmico. Sin embargo, los resultados
obtenidos revelan que, tras un periodo corto de exposicion al estrés térmico, el
indice de tejidos como bazo, higado y corazén es inferior en el GTdH en
comparacion con el GC. Los datos al respecto de esta variable son verdaderamente
escasos y cabe mencionar que las diferencias en los hallazgos podran estar
relacionados con el tiempo de exposicion establecidos en cada modelo.

A pesar de las diferencias en los modelos propuestos por Geng et al. (2016) y
Roncal-Jiménez et al., (2017), desde su metodologia hasta las variables ensayadas,
ambos grupos coinciden en que el efecto de una temperatura elevada sobre la
funcién fisiologica del ser humano carece de un conocimiento y comprension
exhaustivos. Para otros autores, los hallazgos relacionados con estos modelos

experimentales ponen de manifiesto que la exposicién a las altas temperaturas y

Scientia 2022, 32(2). www.revistasvip.up.ac.pa/index.php/scientia

147



(SJBST)

deshidratacién durante un largo periodo de tiempo eleva la presién sanguinea (Yang
M et al., 2014). Datos similares fueron obtenidos en este estudio, donde se observo
un incremento significativo sobre la PAS inducido por el estrés térmico y
deshidratacién. Sin embargo, ni la PAD ni la PAM fueron modificadas por la
intervencion. Hallazgos similares son reportados en el estudio de Geng et al. (2016),
quienes describen que tras 7 dias de exposicion a alta temperatura y deshidratacion
los valores de PAD y PAM no son diferentes entre los grupos controles y los
expuestos al estrés térmico y deshidratacion. Para este estudio, al igual que
nuestros resultados, los autores reportan que la frecuencia cardiaca en el grupo
deshidratado por calor tiende a disminuir, aunque no hubo diferencias significativas
con respecto al grupo control. De esta forma, considerando los datos publicados, la
relacion entre el estrés térmico y los cambios en los valores de presion arterial no
son concluyentes, quizas es un reflejo de la fisiopatologia de la ERCnT, la cual es
una nueva forma de ERC que no se explican por los factores de riesgo tradicionales,
como la hipertension y la diabetes (Polo et al., 2020).

Para el resto de los parametros evaluados, como el estudio sérico de los
valores de glucosa se evidencia que, en el estadio de evolucion de la enfermedad
en que se realizaron las determinaciones, los ratones no desarrollan cambios
metabodlicos que puedan afectar este parametro. De facto, la diabetes no es una
comorbilidad asociada a la ERCnT (Polo et al., 2020). Por otra parte, la hipocalemia
y la hiperuricemia son caracteristicas clinicas frecuentes de pacientes con
diagnéstico de nefropatia mesoamericana (Correa-Rotter y Garcia-Trabanino,
2019); lo que nos lleva a cuestionar la necesidad de establecer la valoracion de
estos parametros como marcadores del método. En cambio, en este estudio se
obtuvo un dato que bien podria ser considerado un signo temprano en el desarrollo
de la condicion que buscamos emular, y es la presencia de sangre en la orina. En
los animales del GTdH pudimos detectar hematuria, lo cual podria ser efecto de las
lesiones que ocasionan por los cristales de urato que se detectan en la orina de

pacientes con ERCnT o una combinaciéon de estos con la nefritis tubulointersticial
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reportada en esta condicion (Polo et al., 2020). Sin duda es un dato que refleja el
dafo renal inducido por el estrés térmico en los roedores.
Conclusion

En la actualidad, el conocimiento sobre la magnitud de la carga de enfermedad
impuesta por la nefropatia endémica mesoamericana es claramente incompleto y
no se ha determinado su causa. Sin embargo, los resultados obtenidos confirman
que el estrés térmico y deshidratacion es en definitiva una condicion que acelera los
procesos que preceden a la insuficiencia renal. Siendo que el diagndstico precoz es
clave para iniciar el tratamiento oportuno y frenar la progresién hacia la enfermedad
renal terminal, es necesario dar continuidad al presente proyecto de investigacion,
para conocer mejor la enfermedad y establecer datos para el pronoéstico temprano,
delimitar los factores de riesgo y contribuir en la comprension de uno de los
problemas prioritarios de salud, como lo es la enfermedad renal crénica no
tradicional.
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Figura 1. Determinacién de la presion arterial y frecuencia cardiaca en ratones.

Esquema del método no invasivo empleado para la adquisicion de los datos de
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presion sanguinea en la cola del animal. Para obtener las medidas, los ratones se
colocan en los cepos aclimatados a 37 °C. El manguito de oclusion se coloca en la
base de la cola y el manguito del sensor de registro de presién de volumen (RPV)

se coloca adyacente al manguito de oclusion.
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Figura 2. Peso corporal promedio obtenidos al inicio del estudio y al finalizar el
periodo de intervencion en los grupos control (GC) y temperatura-deshidratacion
(GTdH).
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Figura 3. Consumo de alimento en el periodo diurno (7 am -4:00 pm) (A) y Consumo
de alimento en el periodo nocturno (4:00 pm - 7:00 am) (B) en los grupos control
(GC) y temperatura- deshidratacion (GTdH).
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Figura 5. Valores de presion arterial sistolica (A), presion arterial diastolica (B),
presion arterial media (C) y frecuencia cardiaca (D) obtenidos en los grupos control
(GC) y temperatura- deshidratacion (GTdH). **p<0.05 vs GC.
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Tabla 1. Caracteristicas de los modelos experimentales empleados.

Modelo experimental #1 Modelo experimental #2
Peso 18-20g 25-30g
Aclimatacion No se realizo Periodo de aclimatacion de 4

dias, con ciclos cortos de
exposicion al calor.
Temperatura 37°C 32°C

Periodos de calor 8 horas 8 horas

Con un reposo fuera del horno

de 30 min
Ventilaciéon Incompleta Completa
Supervivencia <10% 98%

Tabla 2. Relacién peso de érganos frente al peso corporal obtenidos en los
diferentes grupos finalizado el periodo de 7 dias de intervenciéon

Bazo Higado Corazoén Rinén
izquierdo

GC 0,1125 £ 0,01 2,5165 £ 0,39 0,2215 £ 0,02 0,4061 £ 0,03

GTdH  0,0972 +0,01* 11,9224 +0,01* 0,1679+0,01*  0,2999 + 0,03*

Datos representan la media + SD de un n=3. *P< 0.005 vs GC.
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